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1第１章 緒論
人類は古くから微生物とつきあい暮らしてきた。食品の腐敗や食中毒、病原性の菌毒、
衣類建物のカビ発生に悩まされる一方、酒、みそなどの発酵食品の醸造等に利用してきて
いる。しかし、微生物が人に認識されるようになったのはここ 300 年ほどのことであり、
その制御方法が研究されてきたのは 19 世紀以降のことである [1] 。微生物制御法として広
く用いられているものは加熱処理であり、古代から火を通した食べ物が安全であることが
経験上知られ、長年使用されてきたものである[2]。加熱殺菌による微生物死滅の原理は加
熱により膜損傷やタンパク質変性がおこり生体反応が停止するためと考えられている[3]。
食品衛生法においても殺菌基準は加熱殺菌の温度、時間で定められており、食品の保存の
ための微生物制御方法としては加熱殺菌が重視されている[4]。食品中に存在する微生物を
完全に殺菌し保存性を高めるためには 120℃、4 分のレトルト処理のように高温で一定時間
加熱することが望ましいが、ビタミンなど食品中の栄養成分や、色、香りを形作る成分が
変性し、本来の食品の風味を損なうおそれがある。このため加熱殺菌では、低温で長時間
加熱する方法や 135℃、5 秒程度の加熱による UHT（超高温短時間殺菌）を用いて食品の
風味をできるだけ劣化させない技術が開発されている。一方で非加熱的殺菌方法は加熱に
よる品質低下を引き起こさない技術として近年注目されている。
1.1 物理的非加熱殺菌技術
非加熱殺菌技術は、大きく分けて物理的な殺菌方法と化学的な殺菌方法がある。特に物
理的な手法は近年機械技術の進歩により様々な装置が開発され、その実用性が検討されて
いる[5]。高圧殺菌法は、数百 MPa の静水圧を対象物に与えて殺菌を行うものであり、微生
物はタンパク質や酵素などの変性により不活性化される[6]。このとき、低分子成分である
色や香り成分は変性が起こらず保持されるため、このような風味が重要なジャムなどの製
品で実用化されている。連続処理が難しいことなどから製造コストも高くなり、現在は付
加価値の高い製品への利用にとどまっている。紫外線照射法は、紫外線領域のうち特に殺
菌力の高い 254nm 付近の波長を豊富に含む紫外線ランプ（低圧水銀ランプ）の光を対象物
に照射し殺菌を行うものであり、微生物は DNA や RNA に損傷が起こるため増殖が不能に
なる[7]。医療用、理容用、調理用、食品製造用の各種器具の殺菌や、水、飲料、農産物、
生肉などの殺菌にも用いられている。紫外線は光であり透過性に乏しいため内部の殺菌は
できず、表面殺菌手法として使われている。放射線照射法は、コバルト 60 などから発する
γ線[8]やソフトエレクトロン[9]といわれる電子線を用い、紫外線と同様に微生物の DNA
に損傷を与えて殺菌する手法である。日本では原子力に対する一般消費者の拒否感情もあ
り殺菌目的としての放射線照射は現状許可されていないが、国際的には香辛料、食肉など
に対する放射線殺菌が許可される国が多くなっており、日本においても今後の許可が検討
2されている。閃光パルス法は、キセノンランプなどにより太陽光と同様のスペクトルの光
を、太陽光の 20000 倍以上のエネルギーで極短時間対象物に与えることにより殺菌するも
のであり、微生物は紫外線の効果と赤外線による瞬間的な熱上昇により表面殺菌されると
考えられている[10]。高電圧パルス電界印加法[11]は、対象物に高電圧のパルス電圧を極短
時間印加することにより微生物の細胞膜に電気穿孔[12]を生じさせて殺菌を行う方法であ
る。パルス印加時間が短いためジュール熱による温度上昇は小さく[13,14]、共存する食品
の品質低下は少ない方法と考えられる。特にジュースなどの液状食品についてビタミンな
どの栄養成分や色調を残した殺菌方法として実用化の検討が行われている[15,16]。
1.2 高電圧パルス電界印加法
物理的な非加熱殺菌の中でも高電圧パルス電界印加法は共存する食品成分に与える影響
が少なく、またエネルギー効率の良い殺菌技術として期待されている[11]。
高電圧パルス電界印加は電気細胞融合法[17,18]において使用されるが、これは細胞膜に
電気穿孔を与えたときに、隣の細胞の膜につながり一つの細胞膜として修復されて一つの
細胞として融合するというものである[19]。この細胞膜の破壊機構については多くの研究者
たちが様々な細胞や人工膜を用いて研究を行っている[20-22]。これらの現象は主に電気的
膜圧縮効果[23]や Born エネルギーの効果[24]として説明されている。前者は高電圧パルス
電界を印加すると細胞膜に電荷が蓄積されることによって膜が圧縮され、孔が開き、非可
逆的な破壊に至るというものであり、後者は、液中のイオンが高電圧パルス電界のより細
胞膜に注入されるときに膜が破壊されるというものである。本項目では、高電圧パルス電
界印加法の殺菌メカニズム、研究状況について述べる。
1.2.1 パルス電界（PEF：Pulsed Electric Field）の特徴
菌体液や食品に直流電圧もしくは交流電圧を印加すると、これらの物質は抵抗体となり
多くの熱が発生する。この熱はジュール熱[25]とよばれ、この反応を用いた加熱殺菌手法は
通電加熱と呼ばれている。しかし、非常に短い時間だけ電圧を印加すると温度上昇も少な
く、水は誘電液体のような性質を示すために、電界効果を利用することができる。この短
い時間の直流電圧を直流パルスあるいは単にパルス電圧と呼び、水中の各種イオンが電極
間を移動できなくなる。これは水中におけるイオンの移動速度が電子の移動速度に比べて
遅いためであり、従来から知られている電気分解や電気泳動のような直流電界の作用に全
く異なった現象が生じる。
1.2.2 微生物細胞膜破壊の機構
Zimmermann らは、Fig.1-1 に示すように、膜を均一で弾性的な誘電体で満たされたコ
ンデサであると仮定することにより、膜の可逆的あるいは不可逆的破壊をモデル化した[23]。
3Fig.1-1(a)の電界のかかっていない状態では、膨圧や静水圧から生じる外圧と電気的圧縮力
が弾性復元力と釣り合っているが、電界がかかると膜に電荷がたまり Fig.1-1(b)のように、
電気的圧縮力が高まり、膜は電荷によって圧縮され薄くなる。膜の弾性限界値を超えたと
き、Fig.1-1(c)のように、まず修復可能な可逆的な孔となり、さらに電界が大きくなると
Fig.1-1(d)のように自己修復不能な大きな孔があき不可逆的に破壊される。
Fig.1-2(a)のように電極間に細胞が浮遊しているモデルを考えたとき、電極間に電圧を印
加すると外部電界 E が生じ、細胞膜の両端に電位差（膜電位）Vm が生じる。この電位差
Vmは次式で近似的に表される。
ܸ݉ = ݂ܽ ܧ ݋ܿݏߠ (1-1)
ここで、ܽは細胞半径[ｍ]、E は電界強度[V/ｍ]、θは膜表面から細胞中心方向と外部電界の
なす角度、݂は形状係数で式(1-2)のように表され、 は݈細胞の長さ、d は細胞の直径である。
細胞が球形の場合形状係数は最大となり約 1.5 となる。
௟
௟ି ଴.ଷଷௗ (1-2)
式(1-1)において、電界方向と平行な角度（θ＝0°および 180°）のとき ݋ܿݏߠは最大の
１をとり、この方向に対して最大膜電位が細胞の両端にかかることとなる。
細胞膜に圧力をかけていった際に、破壊が開始するときの細胞膜の両端にかかる電圧を
臨界電圧という。臨界電圧の測定には、比較的大きな細胞の場合、電極を注入して直接的
に膜抵抗の変化を見る方法がある。小さな細胞では直接電極を注入できないため、細胞懸
濁液に大きな電界をかけ、細胞膜の透過性の変化から間接的に知る方法がある。膜破壊の
起こる臨界電界強度 EC が分かると、臨界電圧 VC は式(1-1)から、
ܸc = 1.5ܽܧc (1-3)
で計算される。Fig. 1-2(b,c)に示すように、電界強度が上がると(Fig. 1-2(b))の電界方向に平
行な端点から膜破壊の臨界電圧に達し、さらに電界強度が上がると(Fig.1-2(c))、電界方法
と角度がずれた点でも臨界電圧を超えた膜電位となり、孔の数が増え、不可逆的な破壊に
つながる。多くの研究者たちにより臨界電圧の測定が行われ、細胞の半径により臨界電界
強度は異なるものの、臨界電圧は式(1-3)を用いて細胞の種類によらず約１V であると計算
されている[26]。このため、同じ臨界電圧を与えるのに必要な印加パルス電圧は直径の大き
な細胞では低く、小さな細胞では高くなり、大きな微生物ほど殺菌しやすいと考えられて
いる。
4Benz らは、膜の厚さを変えたときの電気力の変化が弾性力の変化より大きくなると膜が
破壊されるとして、臨界電圧を計算している[27]。これによれば、膜圧が 39%減少したとき
に電気的破壊が起こるという仮説であるが、ここまで圧縮される状況になることは考えに
くく、ある程度まで膜が電気的に圧縮されたとき、電界中のイオンエネルギーが Born エネ
ルギーに達する状況になり、膜の絶縁破壊が起こると考えられる。
ここで、Born エネルギーとは、水中のイオンを脂質の膜相に注入するのに必要なエネル
ギーで、次式に与えられる。
௓మ௘బ
మ
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ଵ
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(1-4)
ここで、Z はイオンの電荷数、 ଴݁ は素電荷、ݎはイオン半径、ߝ௠ は膜の比誘電率、ߝ଴は真
空の比誘電率、ߝ௪は水の比誘電率である。Born エネルギーを超えてイオンが水中から膜内
に注入されることによって、膜は絶縁破壊を起こし、透過性が上がることになる。これは
低い膜電位のミリセカンドオーダーの長いパルスで起こる可逆的破壊の原因であると考え
られている。
1.2.3 高電圧パルス電界の利用
高電圧パルス電界による微生物の不活性化への利用については、Sale らにより 1967 年か
ら報告されたものが最初である[28-30]。それによれば、微生物の死滅傾向は菌種によって
異なり、胞子形成菌は死ににくいと報告されている。また、不活性化に伴い菌体の細胞内
物質が放出されたことを示し、微生物致死のメカニズムについて述べている。高電圧パル
ス電界を利用した微生物の不活性化について、Hülsheger らは、不活性化効果の数式化を
提案している[31]。Martin らは、高電圧パルス電界を細胞懸濁液に印加すると膜破壊によ
り透過性が増大し、電界強度や電気的条件などにより殺菌効果が対数的に増加することを
確認している[32]。Zhang らは微生物の培養期間による殺菌効果の違いについて調べた[33]。
また、Alvarez らは、対数増殖期の微生物の方が安定期の微生物より高電圧パルス電界印加
について高い殺菌効果が得られたことを報告している[34]。殺菌対象微生物としては、大腸
菌[35]、黄色ブドウ球菌[36]、酵母[37]、芽胞菌[38]などの報告がみられる。 高電圧パル
ス電界の微生物に与える影響を利用して、微生物の不活性化だけではなく、タンパク質な
ど内容物の選択放出[39]や、酵素活性の不活性化[40]もしくは活性回復[41]に利用した報告
も見受けられる。
1.2.4 処理槽形状と電極材料の検討
これまで、高電圧パルス殺菌法は、一対の電極間に対象物を満たした形式の殺菌処理槽
5が一般的であり、その電極形状は平板対平板電極[11]が多く用いられてきた。この形状では
電極で挟まれた領域の電界は均一となり、液中放電のない安定した電界強度が得られやす
いためである。しかしながら、この電極槽では電極面積を広げたとしても、インピーダン
スが低下し、パルス電圧がかからなくなるなど殺菌効率は低下し、スケールアップには限
界がある。
Ohshima らは、平板対平板電極でも、エッジのある電極(Fig.1-3(a))では電極間のエッジ
付近に電界が集中し、平板対平板電極でもエッジのない電極(Fig.1-3(b))に比べ、殺菌効果
が増加すると報告している[42]。また、針対平板電極(Fig.1-3(c))では針先端付近に非常に大
きな電界が形成されるため、殺菌効果が大きいことを確認している。また、Fig.1-4 のよう
に平板対平板の間に小さな穴をあけた絶縁板を挟んだ電極の殺菌特性を検討したところ、
穴の合計面積はほぼ等しい電極形状であっても、 (b),(c),(d)の中では穴の直径が小さいもの
ほど生菌率が低くなることが報告されている。これにより、穴の総面積が等しくても穴の
直径によって電界集中の効果が異なり、穴の直径が小さい方がより効率的にパルス殺菌で
きることが示された。Sato らは、Fig.1-5(a)~(d)に示すような、(a)絶縁物に挟まれたリング
と同軸メッシュ形状、(b)らせん状に巻いた針金と同軸メッシュ形状、(c)絶縁物に挟まれた
リングと同軸メッシュ形状、(d)らせん状に巻いた針金と同軸円筒形状の電極を使って、同
一条件で殺菌効果の比較を行ったところ、リング対同軸円筒形状と、らせん状に巻いた針
金と同軸円筒形状の場合に、エネルギー効果が向上したと報告している[43]。
イシダらは、Fig.1-6 の様にらせん状の２本のワイヤー電極を二重円筒の間に巻き付けた
2 重らせん形状電極処理槽を作成し、その殺菌特性について検討している[44,45]。この処理
槽ではワイヤー電極近傍に電界が集中しており、流路をワイヤーのある円筒間に限定して
いるため、試料液体と電極面積の接触面積が小さくなり、効果的な殺菌が確認されている。
北島らは Fig.1-7 のように織物電極と呼ばれる電極を作成している[46,47]。これは殺菌効率
の高い 2 重らせん形状電極のような、ワイヤー対ワイヤー電極において、さらに安定的に
電極間隔の狭い構造を作るため、織物のように、よこ糸に対向に高電圧電極、アース電極
の導電性線を配置し、絶縁性繊維の縦糸でささえている。このとき、電極密度の高いほう
が殺菌効率の向上が見られたと報告している。一方、電極金属の検討についての報告は少
なく、ステンレスとチタン[44]、チタンとタングステン[46]について殺菌効率に変化がない
との報告があるが、殺菌効率の上昇を目的として、検討した事例は見あたらない。
Fig.1-1 Schematic diagram of reversible and irreversible breakdown. (a) cell membrane
with potential Vm, (b) membrane compress
breakdown, (d) large area of the membrane subjected to irreversible breakdown with
large pores.
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ion, (c) pore formation with reversible
Fig.1-2 (a) Definition of membrane potential and (b,c) membrane breakdown.
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Fig.1-3 Schematic diagrams of
8
(a,b)plate-plate electrodes ,(c) plate-needle electrode.
9Fig.1-4 Schematic diagrams of insulating plate with holes between plate-plate
electrodes.
Fig.1-5 Schematic diagrams of various treatment cells. (a) Ring
(c)Ring-cylinder, (d) Wire-cylinder.
10
-mesh, (b)Wire-mesh,
Fig.1-6 Schematic diagrams of spiral electrode system.
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12
Fig.1-7 Schematic diagrams of textile electrode.
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1.3 化学的殺菌技術
食品の製造において古くから燻製や香辛料、ハーブの添加が用いられてきたが、これは
食品の保存性を高めるためである。これらには、抗菌作用のある化学成分が含まれ微生物
を直接攻撃して制御していることが研究でわかってきた[48]。また、化学的合成殺菌剤も数
多く開発され、食品保存料や環境殺菌のために広く用いられている。しかし、近年は合成
化合物の安全性に対する不安から、食品には天然系保存料を使用する事例が多くある。一
方生活環境においては消費者に抗菌に対する意識が高まり、様々な製品に抗菌加工が施さ
れている。抗菌加工に用いられる主な抗菌剤として無機系、特に銀系の抗菌剤は多く用い
られている。化学的な主な殺菌剤について以下に記述する。
アルコール系殺菌剤としてはエタノール、イソプロパノールが用いられる。消毒用には
通常 70%程度の濃度が用いられ、器具の殺菌、手指の消毒などに広く用いられている。食
品中には高濃度で添加することは風味の関係でできないが、エタノール数％の添加で日持
ち向上目的として用いられている。細菌芽胞には効果がなく、真菌類には効果が低い。
ハロゲン系の殺菌剤には塩素系、ヨード系の化合物があり、飲料水用の上水道の殺菌に
は通常塩素系の殺菌が行われている。食品関連では次亜塩素酸系の薬品が広く用いられ、
手指消毒、機器殺菌、野菜など食品の洗浄に 100ppm 程度の濃度で使われている。細菌芽
胞には効果がなく、真菌類には効果が低い。またタンパク質の共存により殺菌効力は低下
する。
食品保存料として認可されている保存料としては安息香酸、ソルビン酸、デヒドロ酢酸、
パラオキシ安息香酸エステル類、およびそのいくつかの塩類があげられる。それぞれに対
象食品、使用量が細かく規定されている[4]。
天然物由来の食品添加物については平成 3 年に食品衛生法が改正され、合成保存料と同
様に、添加物リストに載せられ認可対象となった[49]。天然保存料としては、白子タンパク
（プロタミン）、ポリリジンが弁当、総菜など多くの食品で使われている。また保存料より
も静菌効果の低い天然系の日持ち向上剤には、茶抽出物、わさび抽出物などの植物抽出物
や、リゾチーム、キトサンなど動物性由来のものが含まれる。抗菌性のあるペプチドであ
るナイシンは乳酸菌由来のものであり、外国では数十年前より許可されてきたが日本でも
昨年認可され使用することが可能となった[50,51]。これらの天然系物質は、合成保存料よ
りも効果が低く、抗菌スペクトルも限られ、また添加量を増やすと食品の風味に影響が出
てしまうため使用法が難しいが、合成保存料の添加を嫌う消費者のため使われることも多
い。
ガス系の殺菌剤としてホルムアルデヒド、エチレンオキシドなどが使用される。製造環
境、器具の殺菌に用いられるが、残存性が高く、人に対する毒性も強いため、食品の殺菌
方法として用いられることはない。オゾンガスは主に酸素中のコロナ放電により作られる
が、殺菌性の高さや、残存性の低さから使用されることも多く、水中に溶存させることに
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より、食品の保存性向上や水の殺菌に用いられている。
無機系の抗菌剤として用いられる金属としては、銀、銅、亜鉛が使用されている[52]。こ
のなかでも銀は広い抗菌スペクトルを持ち、ppb オーダーから効果を発することから無機系
抗菌加工製品の主要金属となっている。
1.4 銀による微生物の殺菌
化学的殺菌技術の中でも無機系の抗菌剤は有機系の素材に比べて耐熱性に優れておりプ
ラスチックや繊維製品への加工が容易なため抗菌素材として使われている[53]。その中でも
銀系の製品はその静菌、殺菌力の強さ、対応可能な菌種の多さ、経口毒性の低さから最も
実用化されたものが多い。本項では銀の殺菌効果、殺菌機構、使用例について記述する。
1.4.1 銀の殺菌効果
多くの金属イオンは殺菌性を有している。Kawakami は、大腸菌と黄色ブドウ球菌を対
象に JISZ2801に基づいた抗菌試験[54]を金属片に行ったところ 2つの菌種に効果があった
金属は Al、Co、Ni、Cu、Zn、Mo、Pd、Ag、W、大腸菌にのみ効果があった金属は Pt、
Pb、黄色ブドウ球菌のみに効果があった金属は V、Zr と報告している[55]。松本はチフス
菌を対象に多くの金属について殺菌試験を試みたところ、軟らかい酸と言われる第 11 族、
第 12 族元素である Ag、Hg、Cu、Cd に大きな効果が見られたと報告している[56]。この
結果に基づき内田らが金属の殺菌効果と酸化還元電位との関係について調査したところ、
Fig. 1-8 のように相関関係が確認され最も酸化還元電位の高い Ag が高い殺菌性を持ってい
た[57]。殺菌性の高い金属のうち Hg、Cd については人に対する毒性が高く、食品、環境に
対する殺菌技術として用いるには適さず、Ag および Cu が無機金属抗菌素材として適切と
考えられる。
銀の殺菌効果については様々な報告があるが[58-60]、銀加工製品としての評価であるな
ど、定量的な情報にかける物もあり比較は難しい。またそのほとんどが静菌力の評価や、
24 時間以上の遅効的な殺菌効果の報告である。10 分以内の速効的な殺菌効果については高
山らが報告しているが、硝酸銀を用いた大腸菌の殺菌試験では、0.1ppm の濃度で生菌率減
少は 1 桁以内にとどまり、0.5ppm の濃度で 5 桁以上の生菌率の減少が見られている[61]。
同様に銅を用いた試験では 100ppm でも 10 分以内の速攻的な殺菌が見られず、銀の大きな
殺菌効果が確認される。黄色ブドウ球菌については硝酸銀 0.05ppm、10 分処理で 2 桁の生
菌率減少が見られるが 5桁以上の減少には 10ppmの濃度が必要となるなど菌種により異な
った反応が見られている。黒コウジカビについては硝酸銀 10ppm、10 分処理では生菌率の
減少が見られず、50ppm 濃度で 4 桁の生菌率減少が見られており、真菌に対する銀の殺菌
性は低いと考えられている。
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1.4.2 銀の殺菌機構
銀の殺菌作用の機構についてはいくつかの説[62]があるが、有力な説として細胞膜の損傷
による微生物生体活動停止が考えられる。前述のように銀はアミノ酸、特に含硫アミノ酸
との親和性が高く、細胞膜に分布している主要酵素と結合して細胞を死滅させると考えら
れる。銀を担持したゼオライトからは純水中では銀の溶出がないものの、菌体を入れると
銀は特異的に菌体に引き寄せられ、ゼオライト中の銀が引き出され、菌体に取り込まれる
と報告されている[53]。また、銀は菌体内部に浸透してからも殺菌力を発生するという説も
あり、これはエネルギー生成にかかわる電子伝達系の酵素阻害をおこし、DNA と結合して
2 重らせん構造に強固な架橋を作り複製を阻害する。その一方で、銀を触媒とした活性酸素
の発生による殺菌効果も有力な説の一つである[53]。無機金属材料では二酸化チタンの光触
媒による殺菌機構[64]がこの活性酸素による殺菌の典型的な事例であるが、銀においても同
様の機構が提唱されている。これは銀イオンとして液中に溶出しない銀担持燐酸ジルコニ
ウム結晶についても殺菌活性があり、また可視光照射下、酸素中で殺菌活性が増強される
ことからも裏付けられる[65]。活性酸素は微生物を酸化させ、殺菌に至らしめる。活性酸素
除去剤であるスーパーオキシドディスムターゼ（SOD）の共存下では、銀系抗菌材である
銀担持燐酸ジルコニウム[65]や、Ag/Al2O3[66]の殺菌活性が著しく阻害されることからも活
性酸素の影響がうかがえる。
銀の微生物に対する殺菌効果には速効的に作用するものもあり、持続的遅効的に作用す
るものもあるが、微生物種によりその作用特性が異なっている。このことから、銀の作用
機構は先ほどまでの説が単独に作用しているわけではなく、提唱されている説の複合的な
作用であると考えられる。速攻的に殺菌される場合は、膜に与えるダメージが殺菌の重要
要素であり、細胞膜付近の酵素阻害に加えて、細胞膜への活性酸素の影響も大きく作用し、
遅効的に働く場合は菌体に引き寄せられて細胞膜や内部への浸透により蓄積された銀が致
死量まで到達するのに時間がかかるためと推察される。
1.4.3 銀の抗菌剤としての利用
銀容器に保存した水が腐敗しなかったことから古代より銀の抗菌効果は知られており、
硝酸銀が胃炎、胃潰瘍の治療に使われ、またやけどの治療にも使われてきた[67]。しかし、
銀を抗菌材として加工し製品が作られてきたのはここ数十年のことである。また抗菌的な
利用目的で電気的に銀を溶出させた装置も市販されている[69]。
無機系抗菌材として最初に開発された製品は銀担持ゼオライトであり、その後も担体材
料を変えた抗菌材が多く作られている[52]。ゼオライトは結晶性アミノ珪酸塩の一種で、A
型ゼオライトでは Na2O・Al2O3・2SiO2・4.5H2O の組成をもち、結晶構造は Fig. 1-9 のよ
うに示される[59]。この結晶中にナトリウムと銀がイオン交換され、静電的に銀が保持され
ることにより抗菌材料として作成される。銀担持ゼオライトからは、ゆっくりと銀が放出
される徐放性に優れるため、長期間の抗菌効果の持続に向いている。他にも銀イオン溶出
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型の抗菌材として、シリカゲル、ケイ酸ガラスを用いた材料が作成されている。
一方、銀イオン非溶出型の抗菌材料としては銀担持燐酸ジルコニウムがあげられる。こ
れは、銀が Fig. 1-10 のように結晶中に化学結合として保持され、銀溶出が起こらない[58]。
これらの銀担持材料の利用法としては、ボールペン、キーボード、マウスなどの文具、ふ
きん、下着などの繊維製品、スポンジ、まな板などの台所用品や便座、風呂用品など人の
手や体に触れる製品に練り込まれるなどして加工されている。また、デオドラントスプレ
ーのように、直接肌に吹き付ける製品にも用いられている[53]。
金属銀では板、線、箔などの状態を直接抗菌目的で用いる場合もあるが、近年ナノサイ
ズの金属銀粒子であるナノ銀の利用もここ数年始まっている[68]。銀担持材料と同様にデオ
ドラントスプレー、抗菌加工製品に用いられている。従来の銀系抗菌材に比べて銀の有効
表面積が広いため、抗菌活性、特に活性酸素の産生能が高いと考えられている。電気的な
銀イオン溶出を利用した製品として、洗濯機への利用例や[69]、洗浄消毒装置への利用例
[70]が見られる。これらは、平板もしくは網状の銀電極を陽極に用いて電圧を印加し、電気
化学的銀溶出液を作成するものである。洗濯機使用の場合、すすぎ水としてこの銀イオン
水を用いて、洗濯物に銀イオンを付着させ細菌の抑制、臭気の抑制を図るものである。銀
がコートされた洗濯物について、黄色ブドウ球菌の増殖を抑制し、洗濯槽のカビ発生が抑
えられている。銀電極の利用に対しては、銀イオンの発生原としての利用報告事例にとど
まり、電界効果や通電加熱といった直接的に微生物に殺菌効果を与える利用法について報
告例はない。これは食品衛生法に「電流を直接食品に通ずる装置を有する器具の電極は鉄、
アルミニウム、白金及びチタン以外の金属を使用してはならない。ただし、食品を流れる
電流が微量である場合にあっては、ステンレスを電極として使用することは差し支えない。」
との表記があるためである[4]。しかし、これは通電加熱を想定して作られた法律であり、1
パルスあたり数 ppb 以下の溶出でしかないパルス処理については現状に則さないと考えら
れる。一方で食品衛生法では銀は銀箔や仁丹、アラザンなどに用いられるなど、食品素材
として多くの食品に使用基準のない食品添加物として認められているため[49]、試験データ
の蓄積により、今後の食品製造電極利用許可も期待される。銀の無毒性量は WHO 報告で
疫学調査などから 10g と定義されている。これは人が摂取する水すべてに 0.1mg/L の銀が
含まれていたとしても到達しない量であり、銀の安全性は高いと考えられる。また、環境
水、洗浄水、景観水に対する殺菌に電界効果を目的とした銀電極利用法は有効であると考
えられる。
Fig.1-8 The antibacterial effect of various metal ions.
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Fig.1-9 Crystal structure of the A type zeolite.
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Fig.1-10 Stratified formation crystal structure of the zirconium phosphate ceramics
containing silver.
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1.5 非加熱的手法の組み合わせによる殺菌
加熱殺菌においては食品の品質を維持するために、熱処理単独だけではなく他の殺菌方
法の併用や、微生物生育環境の制御を行うことにより殺菌効果を上げることが行われてい
る。これはハードル技術[71]と言われ、このハードルには 1.1 項、1.3 項であげた殺菌方法
や、pH、水分活性、ガス組成といった環境制御があたる。加熱殺菌の場合、穏和な加熱で、
初発菌数を低減した後に、微生物の増殖をこれらいくつかのハードルにより食い止め、保
存性を高めている。たとえば超音波処理は単独では全く殺菌作用が見られないが、微生物
周囲の物理的状態を変化させるために、塩素水との併用によるサルモネラの殺菌[72]、加熱
処理との併用によるB.subtilis胞子の殺菌[73]に殺菌効率上昇に効果があると報告されてい
る。ハードル技術では一つのハードルにより微生物は殺菌されずとも、何らかの損傷をう
け他の殺菌法に対する微生物の感受性を増大させることも期待され、それぞれの手法単独
以上の相乗効果を示す場合もある。
物理的な非加熱殺菌技術においても相互の組み合わせ、また化学的殺菌手法との併用が
試験されている。ここでは高電圧パルス電界印加法との組み合わせ事例について記述する。
高電圧パルス電界印加法と加熱との組み合わせにおいて、大腸菌に殺菌効果を与えない
50℃以下の温度帯においても菌懸濁液試料の液温が高いほど、殺菌効果が高くなると報告
されている[74]。また、pH、有機酸添加といった環境要因の変化によるパルス殺菌効果上
昇についても多く報告されている[75,76]。
物理的非加熱殺菌同士の組み合わせとして、高圧殺菌との併用事例が報告されている。
Sasagawa らはオレンジジュースに B.subtilis 胞子を懸濁し 12kV、50Hz、20 分のパルス
処理を行った後に 700Mpa の高圧処理を行ったところ、7 桁以上の生菌率減少が見られた
と報告している[77]。しかし、高圧処理を先に行ってから、パルス処理を行った結果では、
2 桁程度の生菌率減少しか見られず、殺菌手法の組み合わせには順番も重要であると考えら
れる。パルス殺菌と高圧処理の併用においては、パルス処理による胞子の損傷が、高圧に
対する感受性を高める効果があったと考えられる。
化学系物質との併用事例としては、オゾン、過酸化水素の添加によりパルス殺菌の効果
が上昇することが報告されている[78]。大腸菌に対して 0.5ppm のオゾンの添加で、オゾン
のみでは少なかった生菌率の低下がパルスとの相乗効果により大幅に低下する。これもオ
ゾンによるある程度ダメージを受けた菌体がパルス電界の感受性を高めたためと考えられ
ている。天然由来の抗菌物質であるナイシンとパルス処理との併用についても報告が見ら
れる[79]。これも、単独では殺菌に至らない細胞膜の溶菌損傷が、菌体細胞膜の膜電位にた
いする抵抗性を下げ、パルス電界による相乗的な殺菌効果が生じるために効率的な殺菌が
生じたと報告されている。
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1.6 殺菌対象となる微生物の種類とその分類
微生物は、人の肉眼では見ることのできない大きさの生物であり、おおむね 100μm 以
下の範囲にあり、顕微鏡を用いて観察することになる[1]。しかし、その微生物にとって適
切な栄養源を含む培地上で増殖させることにより、一つの菌体が肉眼でも見える大きなコ
ロニーと言われる群体を作るため、その定量的な評価が可能となっている。
現在、１万種以上の微生物が種として登録されているが、それは地球上に存在する微生
物の１%にもみたないと考えられている[2]。微生物は Fig. 1-11 のように菌体構造をもとに
いくつかの種類に分類される[2]。それぞれの種類により殺菌耐性は大きく異なる。特に古
細菌は極限環境微生物であり高圧、高温、高塩ではないと生きられない菌も存在するなど
大きな違いがあるが、人の生活する環境とは異なる場所に生息しており、殺菌試験の対象
としては、それ以外の群の代表的な微生物に対して、殺菌試験を行うことが適当であると
考えられる。公的な抗菌試験、抗カビ試験ではそれぞれいくつかの菌種、菌株を指定し、
その抗菌手法の評価を与えている[54,80]。
本項では微生物の分類と殺菌試験の対象となる菌種について記述する。
1.6.1 大腸菌
大腸菌（Escherichia coli）は殺菌試験対象の微生物としては最も一般的な菌種である
[81]。本章で引用した文献においても、数多く用いられている。人や動物の腸内に常在し、
身近な微生物ともいわれ、大部分は無毒であるが、集団食中毒で話題になった O157 など病
原性の大腸菌株も存在する。大腸菌を含む、乳糖分解ガス生成性グラム陰性桿菌の総称で
ある大腸菌群は糞便汚染の指標として食品中、衛生中の評価にも用いられるため、一般性
が高い。数多くの菌株が知られているが、その中でも K-12 株は最初に遺伝子組み換えに用
いられた菌株である。遺伝子地図がすべて解明された菌株であるために生化学、遺伝学的
分子生物学上の研究の蓄積が多く、殺菌試験の対象としても適切な菌株であると考えられ
る。
1.6.2 細菌と真菌
前項で記述した大腸菌は一般に細菌といわれる原核微生物に属する。原核微生物は細胞
内に核をもたない、5μm 以下の小さな微生物である。DNA は細胞膜の内側に付着する形
で存在し、細胞の増殖力は旺盛である。
一方、真核微生物は真菌類ともいわれ、真核微生物の名の通り、他の真核生物と同様に
細胞内に核をもつ微生物である。この中で、微生物制御の対象となるものはカビと酵母で
ある。カビは酒、味噌、醤油等の生産においてデンプンの糖化に用いられ、チーズ、鰹節
などタンパク質の分解に使われる有用な菌種がある一方で、Aspergillus flavus が産生す
るアフラトキシンは強力な発がん性物質として知られるなど有害な物も存在する。また有
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害なカビは繊維や木材などに着生し腐敗劣化させる。菌糸を持ち、胞子により増殖するた
め、目に見える形で存在が認識され、見た目の不潔感をもたらす原因ともなる。JIS Z2911
では抗カビ試験法が定められており[80]、黒コウジカビ（Aspergillus niger）を含むいく
つかのカビが指標として用いられている。
酵母にはアルコール発酵能の高い種類の菌が多く、アルコールの醸造、パンの発酵など
に使われている。形状は 5μm 程度の卵形で出芽と言われる分裂法により増殖する。代表的
な菌種は Saccaharomyces cerevicie である。これはビール、ぶどう酒、清酒、パンなど
広くもちいられており、それぞれの用途に応じて、ビール酵母、ワイン酵母、清酒酵母、
パン酵母と呼ばれているが、一つの菌種に含められるものである。各用途に応じて、アル
コール生産能、香気成分生産能に優れた菌株が育種されてきている。清酒においては日本
醸造協会や各県の試験研究機関で多くの清酒酵母が選抜されている。きょうかい酵母は日
本醸造協会が分譲しており、きょうかい 901 号酵母は吟醸香が高く、泡を作らない酵母で
清酒製造において人気の酵母となっている。
しかし、意図しない食品に酵母が混入した場合には、その増殖によりガス産生、アルコ
ール生成が食品の品質を低下させ変敗の原因ともなるので、やはり酵母の微生物制御は不
可欠なものとなっている。
1.6.3 グラム陰性細菌とグラム陽性細菌
細菌をクリスタルバイオレットもしくはゲンチアナバイオレットで染色し、ヨウ素処理
の後にアルコールまたはアセトンで洗うと、脱色される菌群と、脱色されない菌群の 2 つ
に分類される[81]。この染色法がグラム染色と呼ばれるもので、脱色されない群はグラム陽
性細菌、脱色される群はグラム陰性細菌と呼ばれる。この染色性の違いはその細胞表層構
造の違いに起因している。生物細胞は細胞膜により形を保っているが、細菌や真菌、植物
の外層には細胞壁といわれる硬い構造物が存在している。微生物の表層構造の模式図をFig.
1-12 に示す[2]。
細胞壁の主成分は多糖類であるペプチドグリカンであり、これが先ほどのグラム染色法
で染色される主体である。グラム陽性細菌ではこのペプチドグリカン層が厚く強固な表層
を形成する。グラム陰性菌のペプチドグリカン層は薄く、その外側にリン脂質、リポ多糖
リポ蛋白からなる外膜が存在する。
この構造の違いは、殺菌耐性に大きく影響する。ペプチドグリカンは物理的に強固であ
るため熱などの物理的ストレスに対し抵抗性が強く、この層の厚いグラム陽性細菌では物
理的殺菌技術の効果は小さくなると考えられる。一方グラム陰性細菌はペプチドグリカン
層が薄いために、物理的殺菌技術の効果は高いものの、外膜のリポ多糖、リポ蛋白の存在
が化学物質、特に高分子物質の通過を阻むため、化学的ストレスには強いと考えられてい
る。このため、グラム陽性細菌とグラム陰性細菌の共存する条件で同時に殺菌を行おうと
すると、単一の殺菌手法で行うよりも、物理的な殺菌と化学的な殺菌を組み合わせること
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は有効であると考えられる。
グラム陰性細菌に属する細菌の代表的なものとしては、前述の大腸菌をはじめ、サルモ
ネラ（Salmonella enterica）、腸炎ビブリオ菌（Vibrio parahaemolyticus）などがあげら
れる。グラム陽性細菌の代表的な細菌として黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus）リ
ステリア（Listeria monocytogenes）、枯草菌（Bacillus subtilis）がこの群に属する。枯草
菌については芽胞と呼ばれる休眠型細胞を作り、その殺菌抵抗性は一般のグラム陽性細菌
と異なるため次項で改めて記述する。
JIS Z 2801 には抗菌加工製品の性能試験が定められているが、グラム陰性細菌の代表と
して大腸菌が、グラム陽性細菌の代表としては黄色ブドウ球菌が選定され、殺菌効果の指
標として用いられている[54] 。黄色ブドウ球菌は、人の皮膚、鼻腔、のどなどに常在する
身近な細菌ではあるが、エンテロトキシンという耐熱性の毒素を作るものもおり、牛乳に
よる大量発生したものを含め食中毒の原因菌ともなっている。またメチシリン耐性黄色ブ
ドウ球菌(MRSA)は多くの抗生物質などの薬剤に耐性が強く、殺菌が困難なため、病院内で
の汚染が問題となっている[81]。
1.6.4 芽胞形成菌
グラム陽性菌のうち枯草菌などのバチルス属およびクロストリジウム属の細菌は生育条
件下で栄養状態が悪いとき、細胞内に芽胞と呼ばれる胞子を形成する。この芽胞は耐熱性
が非常に高く、沸騰水中でも殺菌されない。これは Fig. 1-13 のようにスポアコートという
強固なタンパク質膜の中に 2 層のペプチドグリカン層を持ち、様々な物理的ストレスに強
いだけではなく、スポアコートのために化学的ストレスにも強い構造となっている[2]。こ
のため芽胞の殺菌には通常、加圧加熱処理が用いられ、120℃程度で数分加熱することによ
り殺菌される。もっと穏和な条件で殺菌を行う方法として加熱ショックや薬剤によって芽
胞の発芽を誘導し、栄養細胞と言われる通常の増殖細胞状態にしてから殺菌する方法も考
えられている。
Fig.1-11 Microorganism classification and representative microorganism.
24
Fig.1
25
-12 Bacterial cell surface structure.
Fig.1-13 The structure model of the spore bearing bacterium.
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1.7 研究の概要と論文の構成
ここまで述べてきたように、非加熱的殺菌手法の一つである高電圧パルス電界印加法で
は効率的な殺菌条件が検討され、殺菌処理槽についての改良が行われてきたが、電極の形
状を工夫し、電界集中領域を多く得ることにより殺菌効率の上昇がはかられることがわか
ってきた。ここで、二重らせん電極や、織物電極といった対向ワイヤー電極は電極間距離
を容易に狭くすることができ、効率的な殺菌が可能となっている。一方で電極金属につい
ての検討はほとんど行われていない。金属には殺菌効果があるものも多く、電極金属に殺
菌力のある素材を用いることにより相乗的な殺菌効果が得られることは見込まれる。これ
には菌液流通処理による金属と微生物との接触、自然溶出もしくは電気化学的な溶出によ
る金属イオンの微生物への攻撃を含む。特に銀は抗菌性の高い金属で、毒性も低く安全性
も高いため様々な抗菌加工製品に使われている。そこで、銀ワイヤーを電極とした 2 重ら
せん構造の高電圧パルス殺菌装置を作成し、微生物に与える不活性化効果を調査した。ま
た、今までの 2 重らせん構造の高電圧パルス殺菌装置の殺菌効果の報告は、主として大腸
菌に対して行われた試験によるものであり、様々な菌種に同一の条件で行われた報告はな
い。そこで、微生物種群を代表するいくつかの菌に対して、ステンレス電極を用いた高電
圧パルス殺菌装置と銀電極を用いた高電圧パルス殺菌装置との微生物不活性化効果を試験
し、菌種間の殺菌特性を比較した。
本論文は 4 章からなる。本章では研究における背景について説明したが、第 2 章におい
ては、作成した 2 重らせん銀電極殺菌装置の殺菌性能について大腸菌の不活性化を指標と
して実験を行った。また、アース電極への利用、食塩水下での試験、硝酸銀溶液との殺菌
性能比較を行うことにより、作用機構についての検討を行った。
第 3 章においては、広く微生物全般への殺菌特性をみるため、黄色ブドウ球菌、黒コウ
ジカビ胞子、酵母、枯草菌について銀電極殺菌装置の微生物不活性化効果を試験し、また
微生物の混合状態における不活性化効果についても調査した。
第 4 章は以上を総括し、まとめとした。
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第２章 銀電極による大腸菌の殺菌効果
2.1 緒言
食品の安全性や貯蔵性を確保するためには、保存中の劣化を引き起こす要因をできるだ
け排除する必要がある。主となる劣化要因は微生物であることが多く、食品の微生物制御
は欠かせない。食品の殺菌としては現在、多くの場合加熱殺菌が用いられているが、近年
非加熱的な殺菌手法が注目されている。加熱殺菌においては殺菌と同時に食品中のビタミ
ン、色素などの変質、劣化も起こることがあり、非加熱殺菌手法は食品風味保持の点で優
位性があると考えられている[1]。
非加熱殺菌の一つの手法として、高電圧パルス電界印加法は研究されてきた。この手法
の原理は、対象となる菌体の細胞膜の内側と外側の電位差を生じさせることにより、膜に
電気穿孔といわれる破壊をおこすことである。電位差が小さいときは可逆的に修復される
が、大きくなると不可逆的な破壊となり、殺菌に至ると考えられている[2]。電圧印加は短
時間であるため、温度上昇が少ない非加熱殺菌であり、現在実用化に向け研究が行われて
いる[3-5]。そのため、より少ないエネルギーで殺菌を可能とするため、処理槽の形状や電
極形状の改良により、菌に効果的に電界集中のかかる条件が検討されてきた[6]。
電極形状については平板電極に比べてスパイラル電極[7,8]や、織物電極[9]といった対向
ワイヤーを用いた装置が効率的に殺菌できることが報告されている。電極の材質について
は、ステンレスとチタンの差について調べた報告があるが、太さが同じであれば、電界の
効果には差が無く、殺菌効果もかわらないと報告されている[9]。
一方、無機金属のうち、銀、銅などには殺菌効果があることが知られている。特に銀に
ついては古くから、その効用が知られており、ゼオライトなどに保持、プラスチック練り
込み表面にコートなど抗菌加工製品として市販されている[10]。
銀の濃度により、殺菌効果は即効的にあらわれる場合と遅効性であらわれる場合がある
が、硝酸銀由来の銀イオンを用いたとき大腸菌に対して 10 分以内で殺菌効果を示すのは
0.5ppm からであり、0.05ppm では死滅に 6 時間かかると報告されている[11]。銀の殺菌効
果については、細胞膜や細胞内の酵素タンパクに結合して酵素活性を阻害し生体活動が維
持できず死滅する説と、菌体周辺の水中の溶存酸素が銀の触媒作用により活性酸素となる
ことにより、細胞膜に損傷を与えて殺菌効果をもたらしているという説がある[12]。
既存のパルス殺菌研究として、リゾチームやナイシンなどの抗菌剤[13]や、オゾン[14]と
の併用による殺菌効率の向上について研究がなされてきた。これはそれぞれ単独では殺菌
まで至らない細胞膜の損傷などのダメージと相乗的な効果により殺菌に至ると考えられて
いる。
本章では、銀をパルス殺菌装置の電極に用いたとき、高電圧パルスによる細胞損傷効果
と銀の効果が相乗し、大腸菌に対して高い殺菌効果を得られるかを確認した。
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2.2 実験
2.2.1 実験装置
実験装置の模式図を Fig.2-1 に示す。コンデンサ容量 8 nF、周波数 50 Hz の高電圧パル
ス電源を用いた。交流 100 V をスライダックで電圧調製したあと、高電圧トランスで昇圧
し、整流した。電流制限抵抗を通してコンデンサに充電された電気エネルギーは、ロータ
リースパークギャップを通して処理槽にパルス電圧として印加された。出力パルス電圧と
電流は高電圧プローブ（P6015A,Tektronix）と広帯域電流変換器（M411,Pearson
Electronics）で測定し、デジタルオシロスコープ（TDS1002,Tektronix）で観察した。殺
菌槽には二重らせん電極を用いた。これは Fig.2-2 のように径の異なる 2 つのアクリル円筒
を組み合わせ、その隙間に 2 本のワイヤー電極を対向にらせん状に巻いたもので、一方が
高電圧電源、一方がアースとなっている。処理槽は内径 19 mm 外径 22 mm 長さ 87 mm で
処理容量は 8.4 mL であった。直径 0.8 mm 長さ 330 mm のワイヤー電極を 15 mm のピッ
チで対向らせんに 5 巻きし、電極間隔を 7.5 mm とした。ステンレス電極槽は両方のワイ
ヤーをステンレスとした。銀電極槽は一本を銀ワイヤーに変更した同規格のものを作製し、
試験により銀電極を高電圧側もしくはアース側として用いた。また、試料溶液は下から上
への流路とし、気泡が滞留しないようにした。ビーカーに入れた試料溶液 200 mL をスタ
ーラーで攪拌し、マイクロチューブポンプで流量 160 mL/min に設定して循環させた。こ
のとき、円筒内の流れは、レイノルズ数 1140 となり層流域にあるが、2 重らせん電極が邪
魔板の役割をなすため、流路内は十分に攪拌されていると考えられた。
2.2.2 使用菌体
研究室で継代培養した大腸菌 K-12 株を実験に用いた[14]。大腸菌は 10ml の LB 培地
(Bacto-peptone, 10 g/L; yeast extract, 5 g/L; NaCl, 5 g/L; pH 7.0)中で 31℃、18 時間振と
うし、培養を行った。培養後遠心分離を行い、沈殿した菌体に 5ml の滅菌水を加えてかく
はんし、菌原液とした。
2.2.3 銀溶液の調製
オートクレーブで滅菌した蒸留水を 12kV 印加した銀電極装置に一度流通することによ
り、おおよそ 1ppm の銀溶液を得た。この溶液を、別の滅菌蒸留水で希釈することにより
電気化学溶出銀溶液（ES）を作成した。また、硝酸銀溶液は硝酸銀試薬（和光純薬製）を
滅菌蒸留水に希釈することにより作成した。銀溶液の濃度は誘導結合プラズマ発光分光分
析装置（ICP-AES,Optima3000DV,パーキンエルマー社製）により測定した。
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2.2.4 食塩水の調製
塩化ナトリウム試薬（関東化学）を蒸留水で希釈し、所定の濃度の食塩水を調製し、オ
ートクレーブにより滅菌した。
2.2.5 試料溶液の調製
試験項目により滅菌蒸留水、硝酸銀もしくは電気化学的に溶出した銀溶液、食塩水のそ
れぞれ 200mL に、大腸菌原液 0.5ml を加え、スターラーで撹拌しながら直ちに殺菌装置に
流通させて電圧印加を行い試験開始した。初期菌体濃度は約 107 CFU/ｍL であった。
2.2.6 生菌率の測定
流通循環式試験では高電圧パルス処理中、一定時間ごとに試料液を 0.5mL サンプリング
し、あらかじめ用意した滅菌生理食塩水 4.5mL に加え、適当な濃度に希釈した後，原液お
よび希釈液 0.1mL を平板培地に塗布した。
大腸菌は LB 寒天培地(Bacto-peptone, 10 g/L; yeast extract, 5 g/L; NaCl, 5 g/L; agar, 15
g/L ; pH 7.0)にて 37℃で 18 時間培養後に形成したコロニー数を計測することにより生菌数
を求めた。生菌率(S)は以下の式で求めた。
S=N/N0 (2-1)
ここで、N は処理後の生菌数、N0は処理前の生菌数である。
2.2.7 処理後の銀濃度の測定
処理時間ごとの試料溶液中の銀濃度測定は生菌率測定と同時に一定時間ごとサンプリン
グし、誘導結合プラズマ発光分光分析装置（ICP-AES,Optima3000DV,パーキンエルマー社
製）により測定した。
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Fig.2-1 Schematic diagram of pulsed electric field (PEF) treatment system.
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Fig.2-2 Flow of liquid in the PEF treatment system.
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2.3 結果と考察
2.3.1 電極金属の違いによる大腸菌の不活性化効果の比較
本試験での銀電極装置は、高電圧側を銀線とし、アース側をステンレス線として用いた。
ステンレス電極装置は高電圧側、アース側ともステンレス線電極である。Fig.2-3 にステン
レス電極におけるパルス波形を示した。パルス波形は正パルスの減衰波であった。ピーク
電圧値は波形観察によりそれぞれの減衰点からもとめた。試験印加電圧の設定としては
4,7,12kV の印加および、電圧無印加での処理（0kV）を用いた。ステンレス電極では 12kV
以上の電圧印加では電極間のスパークが激しく発生し、また 4kV 以下の印加ではオシロス
コープ観察で電極間にパルス電圧がかからない状態が見られるため、この範囲での試験設
定とした。Fig.2-4 に銀電極におけるパルス波形を示した。銀電極のパルス波形も同様の減
衰波形状であったが、やや半値幅が狭くなる傾向にあった。
Fig.2-5 にステンレス電極による大腸菌の生菌率変化を印加電圧ごとに比較した結果を示
した。ステンレス電極を用いた装置では生菌率は印加電圧に依存して経時的に減少した。
12kV の電圧印加では 20 分処理後に 1.9×10-3の不活性化効果が見られた。これは高電圧パ
ルスの効果により大腸菌が不活性化されたことを示している。Fig.2-6 に銀電極による大腸
菌の生菌率変化を印加電圧ごとに比較した結果を示したが、銀を高電圧電極に用いた装置
中では大腸菌は著しく不活性化された。電圧無印加状態（印加電圧 0kV）においても、処
理時間に従って生菌率は減少し、20 分処理時には 2.4×10-5であった。これは、銀電極から
銀が溶液中に自然に溶出するためと考えられた。4kV、2.5 分のパルス印加処理では生菌率
2.0×10-5となり、5 分以降では培地上のコロニー形成が見られなかった。7kV,12kV のパル
ス印加では 2.5 分以降に菌原液を塗布したとしても培地上にはコロニー形成が観察されな
かった。前述のように銀電極ではパルス無印加でも時間経過とともに生菌率が減少してい
るため、銀電極パルス無印加時の生菌率をベースラインとし、パルス印加時との生菌率の
差を銀電極のパルス付加効果と考える。2.5 分処理時における銀電極装置のパルス付加効果
は、無印加時の生菌率は 5.7×10-1であったため、4kV 処理では 4 桁以上、７kV、12kV パ
ルス印加では 6 桁以上の効果があったと推定される。
Fig.2-7 にパルス印加前とパルス印加終了後の電極の写真を示す。処理後においてアース
側のステンレス電極には黒ずみが見られた。これはいったん高電圧側の銀電極から溶出し
た銀イオンがアース側に引き寄せられて金属銀として析出したのちに酸化銀化したためと
考えられる。Fig.2-8 に試験溶液中の銀濃度変化を示す。ここで、試験溶液中の銀濃度測定
は濾過を行わず ICP-AES による直接測定法を用いた。これは、試験溶液を 0.45μm のメ
ンブランフィルター濾過し測定した場合は、直接測定した場合に比べて、半量程度の回収
率しか得られなかったためである。これは大腸菌に付着、吸収された銀が大腸菌ごとトラ
ップされたためとも考えられる。銀電極からの溶出量を測定するためには、大腸菌ごと測
定する方法が適切であるとした。印加電圧 0kV のとき、20 分処理時の銀濃度は 0.12ppm
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であったが、印加電圧の上昇により試験溶液中の銀濃度は処理時間とともに大幅に増加し
た。20 分処理後の銀濃度は 4kV 印加では 1.6ppm、7kV 印加では 6.5ppm、12kV 印加では
9.4ppm であった。
高山ら [11]は 0.1ppm の硝酸銀溶液中における大腸菌の生菌率は静置反応 10 分で 2.5×
10-1、60 分で 1.0×10-5と報告している。今回の試験においてはパルス無印加 20 分処理後
の溶液中の銀濃度は 0.12ppm のときに生菌率は 2.4×10-5 であり、自然溶出銀の場合、こ
の結果と合致する。また、硝酸銀 1ppm 溶液中で 10 分以内に大腸菌は滅菌されると報告さ
れており、銀濃度が高いほど大腸菌に対する不活性化効果は高まると考えられる。今回の
試験では、パルス印加により銀電極から短時間に高濃度の銀を溶液中に送り込んだため、
大きな大腸菌不活性化効果が得られたと考えられる。
一方で、銀の溶出方法が電気化学的であることが、さらに大腸菌への不活性化効果を高
めることを今回の試験では示唆している。4kV の銀電極に 2.5 分パルス印加処理を行った
時点の菌液中の銀濃度は 0.18ppm であるが、これは 20 分パルス無印加時の銀溶出濃度と
同レベルであり、Fig.2-6 に見られるようにどちらも生菌率は 10-4～10-5と等しい。しかし、
不活性化にかかる処理時間は大幅に短縮されている。5 分、4kV のステンレス電極による大
腸菌の不活性化効果は Fig.2-5 に見られるように 8.9×10-1でしかなく、銀電極によるパル
ス処理効果だけでは短縮効果は説明できない。このことから、本試験での銀電極パルスか
ら作成される電気化学溶出銀には、自然溶出銀よりも大腸菌に対して不活性化効果が高い
ことが考えられ、次項から銀溶出を起こしにくい条件での不活性化試験を行い、不活性化
機構について考察する。
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Fig.2-3 Voltage wave form with stainless steel wire as the high voltage electrode.(a) 4kV,
(b) 7kV, (c) 12kV
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Fig.2-4 Voltage wave form with silver wire as the high voltage electrode. (a) 4kV, (b) 7kV,
(c) 12kV
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Fig.2-5 Time courses of E.coli survival ratios during various voltage PEF treatments
with stainless steel wire as the high voltage electrode. Values are means ± S.E. (n ≥ 4).
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Fig.2-6 Time courses of E.coli survival ratios during various voltage PEF treatments
with silver wire as the high voltage electrode. Values are means ± S.E. (n ≥ 4). No
colonies were detected (▲ 4 kV: 5, 10, 20 min; ◆7 kV: 2.5, 5, 10, 20 min; ■ 12 kV: 2.5,
5, 10, 20 min).
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Fig.2-7 Photograph of the electrode (a) before and (b) after the treatment.
Silver
electrode
Stainless wire
electrode
(a) (b)
Fig.2-8 Silver concentration in processing solutions with different applied voltages,
plotted against treatment time.
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2.3.2 アース側に銀電極を用いた装置の不活性化効果
電極装置には正のパルス電圧がかかっているため、銀電極を高電圧側に用いたときパル
ス印加時に銀電極に電子が与えられ、菌液中への銀イオンの溶出が起こる。一方、高電圧
側をステンレス電極、アース側に銀電極を用いた場合は、銀電極からはパルス印加による
銀の溶出はおこらないと考えられる。パルスによる電界効果は銀電極を高電圧側に用いた
場合とアース側に用いた場合とも同等と考えられる。菌液中に銀が溶出しにくい条件でも、
銀電極高電圧パルス装置では高い殺菌効果が得られるか検証するため、電極端子をつなぎ
かえてアース側が銀電極となる銀電極槽で実験を行った。パルス波形を Fig.2-9 に示す。
Fig.2-9(c)のように銀電極を高電圧側に用いたときは半値幅が狭くなったが、銀電極をアー
スに用いたとき（Fig.2-9(b)）は、ステンレス電極（Fig.2-9(a)）と同様の波形であった。
印加電圧 7kV 条件での生菌率変化を Fig.2-10 に、試料溶液中の銀濃度変化を Fig.2-11
に示す。銀電極を高電圧側に用いたとき、大腸菌は 2.5 分で死滅したのに対し、アース側で
は死滅までは至らなかった。しかし、10 分処理時ではステンレス電極ではパルス印加無印
加の効果の差が１桁に満たないのに対して、アース銀電極群のパルス無印加では生菌率が
3.8×10-3、パルス印加で 5.8×10-5であり、その差は 2 桁程度の殺菌効果であった。このと
きの菌液中の銀濃度はアース銀電極 7kV パルス印加群で 0.13ppm であった。この濃度は、
無印加で 20 分処理したときと同濃度レベルであるが、不活性化に要する時間は短くなって
いる。これは、大腸菌に対する不活性化効果の上昇は銀の濃度上昇だけが影響しているわ
けではなく、パルス印加が影響していることを裏付けている。
47
(a)
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Fig.2-9 Voltage wave form with stainless steel wire as the high voltage electrode (a),
silver wire as the earth electrode (b), and high voltage electrode (c).
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Fig.2-10 Comparison of survival ratios of E. coli with different silver electrode polarities
(high-voltage electrode side [HV] and earth electrode side [E]) Values are means ± S.E.
(n ≥ 4). When silver wire was used, no colonies were detected (▲7 kV (HV): 2.5, 5, 10, 20
min).
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Fig.2-11 Silver concentration in processing solutions with different silver electrode
polarities (high-voltage electrode side [HV] and earth electrode side [E]).
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2.3.3 食塩水中での銀電極の大腸菌に対する不活性化効果
銀イオンは水溶液中で塩素イオンと即座に反応し、不溶性の塩化銀を作り沈殿する。そ
のため溶液中の塩素イオン添加は、銀イオンの侵入による微生物不活性化効果に抑制をか
ける効果があると考えられる。7kV、10min のパルス印加による銀の溶出量は 4ppm 程度
であり、その銀濃度に対して中和量より過剰の濃度となるよう 50ppm の食塩水濃度を設定
し、食塩水中での銀電極パルス殺菌装置の大腸菌の不活性化効果について検証した。
Fig.2-12に 50ppm食塩水中での銀電極パルス殺菌装置の大腸菌の不活性化効果試験結果
を示す。パルス無印加の場合、ステンレス電極と同様に、銀電極を用いた装置においても
大腸菌の不活性化効果は得られなかった。これは、前項までのように菌液が循環しただけ
でおこる不活性化効果が微量の銀イオンの溶出であったことを裏付ける。また、銀ワイヤ
ーの金属表面に塩素が結合し表面が塩化銀としてコーティングされ、銀ワイヤーと菌体と
の接触による不活性化効果も阻害されたとも考えられる。
7kV のパルス印加では、銀電極の大腸菌に対する不活性化効果は生菌率の時間変化とし
てステンレス電極とほとんど変わらない経緯を示した。これは、菌液中に銀の溶出がない
場合、銀電極は高電圧パルス電極装置に用いる金属電極として、パルス電界のみよる大腸
菌への不活性化効果は、ステンレス電極と同様の性能があるといえる。Fig.2-13 に食塩水
中の電圧パルス形状を示したが、蒸留水中に比べて導電率が高くなるため、ステンレス電
極では蒸留水中では半値幅が短くなる。食塩水中では、銀電極使用時の半値幅はステンレ
ス電極と同様であり、Fig.2-4 でみられたような電極による差は見られなかった。
10ppm に食塩水濃度を下げ、12kV に電圧強度をあげて食塩水中でパルス印加試験を行
った結果を Fig.2-14 に示す。この条件においても、食塩水の濃度は溶出銀の中和量以上で
ある。パルス無印加の場合、50ppm 試験と同様に銀線がコーティングされ、生菌率の減少
は見られなかったが、12kV でパルス印加を行うことにより、5 分後の試験菌液では培地上
のコロニー形成が見られなかった。このことから、いったん表面を塩素でコーティングさ
れ、不活性化能を失った銀電極も一定以上の電圧をかけることにより、ふたたび銀電極の
高い不活性化効果を得ると考えられた。
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Fig.2-12 Time courses of E.coli survival ratios during PEF treatments in 50 ppm NaCl
solution with stainless steel wire or silver wire as the high voltage electrode.
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(a)
(b)
Fig.2-13 Voltage wave form of stainless steel wire (a) and silver wire (b) as the high
voltage electrode in 50 ppm NaCl solution.
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Fig.2-14 Time courses of E.coli survival ratios during PEF treatments in 10 ppm NaCl
solution with stainless steel wire or silver wire as the high voltage electrode. When
silver wire was used no colonies were detected (▲12 kV: 5, 10 min).
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2.3.4 硝酸銀溶液と電気化学溶出した銀溶液中でのパルス処理効果
銀電極使用時の殺菌力向上の要因が、銀溶出量の増加だけでなくパルス印加時の銀イオ
ン生成による相乗効果があるか確認するため、モデル試験を構築した。単独では 10 分以内
に大腸菌が死滅しない 0.05ppm 濃度の銀溶液中でステンレス電極によるパルス印加を行っ
たときに、銀電極パルス印加時と同様に高い大腸菌不活性化効果があるかどうか確認した。
ここでは 2 種類の 0.05ppm 銀溶液を用いた。一方は、硝酸銀を滅菌蒸留水で希釈したもの
であり、一方は試験前に銀電極装置で生成させた電気化学的溶出銀原液を滅菌蒸留水で希
釈した液であった。この 2 種類の銀溶液とおよび滅菌蒸留水に大腸菌原液を加え、直ちに
試験開始した。
Fig.2-15 は銀溶液の有無によるパルス処理による大腸菌不活性化効果を比較した図であ
る。滅菌蒸留水中の 10min のパルス印加処理で、生菌率は 1.6×10-1に低下した。これは、
パルス印加単独の効果と考えられる。2 種類の銀溶液中のパルス無印加時 10min の生菌率
は、電気化学的溶出銀では 9.7×10-3、硝酸銀では 1.4×10-2であった。これは、同じ濃度の
銀溶液（0.05ppm）であっても、パルス印加により生成された銀溶液のほうが、硝酸銀溶液
よりも大腸菌不活性化効果が高いことを表している。銀溶液中でステンレス電極によるパ
ルス印加を行ったときは 2 種類の銀溶液でより大きな差があらわれた。銀溶液中でのステ
ンレス電極による 10min パルス印加時の生菌率は硝酸銀では 5.7×10-3であったが、電気化
学的溶出銀では 1.5×10-3と高い不活性化効果が得られている。電気化学溶出銀溶液中では、
パルス印加の有無による生菌率減少の差は、滅菌蒸留水中でのパルス印加有無の差と同等
であり、銀と、パルスとの相加効果は確認されたが、銀電極で見られたような強い効果は
見られなかった。
Pape らの報告[15]によれば、活性炭に保持された銀から溶出した銀溶液においても、溶
出後から時間がたつにつれ殺菌効果が薄れるとの報告がある。これは銀の触媒作用により
生成した活性種が減少したためと説明されている。今回の実験結果でも銀溶液中でステン
レス電極にパルスをかけるよりも、高電圧側銀電極を用いて銀溶出と同時にパルス付加を
行ったときに殺菌効果が高いことを考えると、銀電極を用いた場合は、同様の触媒作用が
強いことが考えられる。銀電極によってパルス印加中に常に不活性化効果の高い銀の状態
を、菌液中に送りこめることが、銀電極パルス殺菌装置の利点と考えられた。
Fig.2-15 Difference in survival ratios of
stainless steel electrode, with and without PEF.
0.05 ppm (silver solution eluted from the silver electrode [E.s.]; silver nitrate soluti
[AgNO3]); 0 ppm (distilled water [D.w.]). Values are means ± S.E. (n ≥ 4).
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E. coli in different silver solutions with a
Applied voltage, 7 kV; Ag concentration,
on
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2.3.5 1pass 流通式装置による大腸菌の不活性化効果
前項までの実験では銀パルス電極殺菌装置の大腸菌に対する不活性化効果は、流通循環
式の条件で操作した。2.3.1 での実験により、銀電極を高電圧側に大腸菌に対して流通循環
式で使用したとき高い殺菌効果が得られることがわかった。これは、大腸菌液が複数回、
間欠的に銀パルス電極殺菌装置に通されることにより殺菌効果を高めて処理されるもので
ある。このため、実用化において流通循環式処理はバッチ的な利用法となり、利用法は限
定される。銀電極パルス装置に 1 回流通しただけでも殺菌される条件がわかれば、この装
置の利用性は広がる。
そこで、1pass 流通式の銀電極パルス殺菌装置における印加電圧と大腸菌の不活性化効果
について試験を行った。このとき、Fig.2-16 のように装置から処理されて排出される試験
菌液をビーカーに受け、ここから直ちに生菌数の測定に用いた。Fig.2-17 に結果を示す。
2.3.1 の実験における 4kV パルス印加処理では 2.5 分で 2.0×10-5の生菌率であったが、こ
の条件は、処理液体 200mL を流速 160mL/min で循環させていることから計算すると平均
2回装置を通っていたこととなる。本実験では4kV印加時の1pass処理で生菌率は5.7×10-4
まで減少した。このため大腸菌の不活性化効果は 1 回の流通でも大きく得られることがわ
かった。また、7kV では 1pass 処理により、大腸菌は培地上にコロニー形成がみられなか
った。初発菌数 107 CFU/ｍＬの試験条件では 7kV のパルス印加により、1pass 処理でもこ
の銀電極パルス殺菌装置で大腸菌の滅菌が可能となり、殺菌装置としての実用化にあたり
大きなメリットがあると考えられた。
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Fig.2-16 Schematics of the 1pass PEF treatment system.
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Fig.2-17 Time courses of E.coli survival ratios during various voltage 1pass PEF
treatments with stainless steel wire or silver wire as the high voltage electrode. When
silver was used silver wire no colonies were detected (◆7 kV, 12 kV).
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2.4 結言
本章では銀電極パルス殺菌装置の微生物に与える効果について大腸菌を対象として試験
し、検証を行った。パルス殺菌装置の高電圧側電極金属を銀電極にしたところ、ステンレ
ス電極を用いたときに比べ、顕著な大腸菌不活性化効果が確認できた。これはパルス印加
時に銀電極から菌液中に銀が溶出するために、銀による速効的な不活性化効果が得られた
と考えられた。銀電極はアースに用いたとしても微量の銀はパルス処理中に菌溶液中に溶
出するため、大腸菌に対する不活性化効果はステンレス電極よりも高くなった。銀が溶液
中に溶出しない条件では不活性化効果は得られなかった。また、硝酸銀に比べて電気化学
的溶出銀の大腸菌不活性化効果は高く、電気化学的溶出銀を菌液中に送り続けることが、
大腸菌不活性化に有利に働いていると考えられた。この結果から銀電極パルス殺菌装置は
大腸菌の不活性化手法として優れたシステムであることがわかった。
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第 3 章 銀電極パルス殺菌装置による種々の菌に対する不活性化効果
3.1 緒言
人類が生活する環境には様々な微生物が存在し、衣食住すべてにその影響を受けている。
細菌は細胞膜や細胞壁の形状により、グラム陰性菌とグラム陽性菌に分類され、殺菌耐性
も異なる。また芽胞と呼ばれる抵抗性の強い休眠細胞を作るものも存在する。公的に定め
られた抗菌試験[1]では、大腸菌と黄色ブドウ球菌がそれぞれ、グラム陰性菌、グラム陽性
菌の代表菌として用いられている。これらはヒトの体内もしくは皮膚、鼻中に常在するな
ど普遍的に存在する一方、食中毒を引きおこす菌でもある。真菌では醸造に用いられる有
用な菌種が存在し、清酒製造において、コウジカビと清酒酵母を用いて香りと味わいのあ
る酒の製造が行われている。その一方で、カビは環境中で様々な場所に発生し、不潔感を
伴うイメージを与え、工業製品などにも腐食や変形など危害をもたらす。公的にも抗カビ
試験法[2]が定められており、黒コウジカビ（Aspergillus niger）は対象となる菌種の一つ
である。
これら、菌の増殖をコントロールするために様々な手法が用いられているが、加熱処理
は現在最も広く用いられている方法である。これは、菌種により効果の大小はあるものの、
広い殺菌力が得られるためである。しかし、加熱処理は菌以外の成分にも影響を及ぼすた
め、近年、非加熱的な殺菌手法が研究されている[3]。高電圧パルス電界印加法（PEF）は、
対象となる菌体の細胞膜の内側と外側の電位差を生じさせることにより、膜に電気穿孔と
いわれる破壊をさせる殺菌法である[4]。電圧印加は短時間であるため、温度上昇が少ない
非加熱殺菌であり、現在実用化に向け研究が行われている[5-8]。また、PEF による菌の不
活性化効果を高めるためにオゾンなど他の非加熱殺菌手法[9,10]との併用も研究されてい
る。
前章では高電圧パルス電界印加法と銀との併用効果を検証した。銀の殺菌効果について
は古くから知られており[11]、殺菌原理としては銀が触媒となり作られる活性酸素によるも
の[12]、細胞内部に侵入した銀による生体活動の阻害によるものが考えられている[13]が、
カビや芽胞菌には効きにくいとされている[14]。そこで、銀ワイヤーをスパイラル電極に用
いた高電圧パルス(Ag-PEF)処理装置を作成しグラム陰性菌である大腸菌に対する効果を検
証した結果、PEF 処理に比べて Ag-PEF 処理が大きな不活性化効果を持つことを見いだし
た。これは、高電圧パルスの付加と同時に電気化学的に溶出した銀が相乗的な大腸菌の不
活性化効果をもたらしたためであると考えられた。
PEF 処理による菌の不活性化効果は菌の大きさや、膜の構造により異なるとされており
[15]、実用化するためには様々な菌に対する不活性化効果の知見の集積が必要である。大腸
菌については、多くの報告があり[8,10,16]、Sato らはスパイラル電極を用いた 20 分の処理
で最大 5 桁以上の生菌数の減少を報告している[16]。黄色ブドウ球菌について、Evendilek
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らは35kV/cm、450μsecのパルス処理により最大3桁の生菌率の減少を報告している[17]。
低温細菌であるリステリアについて、Gómez らは pH3.5 のとき、28kV/cm、400μsec の
パルス処理で 5 桁以上の生菌率の減少が見られ、酸性下で菌の不活性化効果は大きいと報
告している[18]。サルモネラについて、Álvarez らは印加電圧 7kV、600μsec 処理で 5 桁
以上の生菌率の減少を報告している[19]。酵母について、Donsì らは静置状態でのパルス印
加では 22.6kV/cm,1500μsec の条件で 3 桁程度の生菌率減少にとどまるが、パルス電圧印
加時に攪拌することにより、6 桁以上の効果が得られると報告している[20]。芽胞菌である
Bacillus cereus 胞子について、Cserhalmi らは 25kV/cm の条件でもほとんど不活性化され
ないと報告している[21]。このように PEF 処理による微生物の不活性化の報告例は非常に
多く存在するが、同一条件で様々な菌に対する不活性化効果の比較を行った報告はあまり
なされていない。また、カビに関しての知見は今のところ報告されていない。
そこで本章では、大腸菌（グラム陰性菌）の不活性化に効果的であった Ag-PEF による
不活性化試験を黄色ブドウ球菌（グラム陽性菌）、黒コウジカビ胞子（真菌胞子）、酵母（真
菌）、枯草菌胞子（グラム陽性菌胞子）に対して行い、不活性化効果の比較を行った。さら
に単一の菌への効果だけではなく大腸菌も含めた４菌種の混在状態に対する不活性化効果
の比較を行い、微生物に対する広い不活性化効果を検証した。
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3.2 実験方法
3.2.1 実験装置
高電圧パルス発生装置は 2 章で使用した装置と同様に周波数 50 Hz の高電圧パルス電源
を用いた。コンデンサ容量は8 nFとした。出力パルス電圧と電流は高電圧プローブ（P6015A、
Tektronix）と広帯域電流変換器（M411、Pearson Electronics）で測定し、デジタルオシ
ロスコープ（TDS1002、Tektronix）で観察した。Fig. 3-1 にステンレス電極と銀電極を用
いた場合の処理開始直後の典型的な電圧波形（7 kV）を示す。銀電極を用いた場合には処
理時間と共に若干半値幅が小さくなる傾向があったが、電圧波形的には大きな差異は認め
られなかった。
処理槽および流路の模式図を Fig. 3-2 に示した。2 章で使用した装置と同様に、二重らせ
ん電極を用い処理槽は内径 19 mm外径22 mm長さ 87 mmで処理容量は8.4 mLであった。
長さ 330 mm のワイヤー電極を 15 mm のピッチで対向らせんに 5 巻きし、電極間隔を 7.5
mm とした。ステンレス電極槽は両方のワイヤーを直径 0.8 mm のステンレスに、銀電極槽
は高電圧側を直径 0.8 mm の銀ワイヤーに変更した同規格のものを作製した。試料液体は下
から上への流路とし、気泡が滞留しないようにした。ビーカーに入れた試料液体 200 mL
をスターラーで攪拌し、マイクロチューブポンプで流量 160 mL/min に設定して循環させ
た。
硝酸銀滴下試験では、100 ppm に希釈した原子吸光分光分析用硝酸銀標準液（関東化学
社製）を Fig. 3-2 のようにマイクロチューブポンプを用いて 1 mL/1 min の速度で試料液体
の入ったビーカーに滴下した。
入力パルスエネルギーＵ [J/mL] は、試料の単位体積あたりに入力したエネルギーで、
式（3-1）で定義した。
ଵ
ଶ
ଶ
௙೛்
௩
(3-1)
ここで、ܥはコンデンサ容量、V は充電電圧[V]、 ௣݂はパルス周波数[Hz]、ܶはパルス処理時
間[s]、ݒは処理体積[mL]である。
3.2.2 使用菌体
標準試験菌株としては黄色ブドウ球菌（Staphylococcus aureus NBRC12732）、黒コウ
ジカビ胞子（Aspergillus niger NBRC6341 spores）、酵母（Saccharomyces cerevisiae き
ょうかい酵母 901 号）、枯草菌胞子（Bacillus subtilis JCM1465 spores）、大腸菌
（Escherichia coli K-12）を用いた。
試料液の調製条件を下記に示す。
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3.2.2.1 黄色ブドウ球菌
標準寒天平板培地（栄研化学製）で 37℃、24 時間前培養した培地上のコロニーを標準白
金耳で 4 白金耳量（約 8 mg）採取し、5 mL の滅菌水に懸濁したものを黄色ブドウ球菌懸
濁液とした。200 mL の滅菌蒸留水に 0.5 mL の菌懸濁液を加え、試料液体とした。初期菌
体濃度は、約 5×106 cfu/mL であった。
3.2.2.2 黒コウジカビ胞子
PDA 培地（栄研化学製）で 25℃、7 日前培養し、5℃で保存した後、培地上の胞子を標
準白金耳で 50 白金耳量（約 100 mg）採取し、10mL の滅菌した 0.01% Tween 80（関東化
学社製）溶液に懸濁し、黒コウジカビ胞子懸濁液とした。200 mL の滅菌蒸留水に 2 mL の
菌懸濁液を加え、試料液体とした。初期菌体濃度は、約 5×10４ cfu/mL であった。
3.2.2.3 酵母
10 mL の YPG 培地（Glucose 40 g/L、 Peptone 10 g/L、 Yeast extract 5 g/L、 KH2PO4
5 g/L、 MgSO4･7H2O 2 g/L）で 30℃、18 時間振とう培養した菌液を 3,000 rpm、5 min
遠心分離し、上澄みを捨ててから滅菌水 5 mL を加えて懸濁させたものを、酵母懸濁液とし
た。200 mL の滅菌蒸留水に 0.5 mL の菌懸濁液を加え、試料液体とした。初期菌体濃度は、
約 5×105 cfu/mL であった。
3.2.2.4 枯草菌胞子
標準寒天平板培地（栄研化学製）で 37℃、24 時間前培養し、培地を室温に 7 日間放置し
胞子を形成させた。培地上の生成胞子に脱イオン水を加え、コンラージ棒でかき集め、冷
却遠心した（12,000rpm、5min）。冷却遠心を繰り返し、堅いペレットを得た。ペレットを
１mL の滅菌水に懸濁し、枯草菌胞子懸濁液とした。胞子形成は位相差顕微鏡（で観察し、
90％以上が胞子であることを確認した。200mL の滅菌蒸留水に 0.1mL の菌懸濁液を加え、
試料液体とした。初期菌体濃度は、約１×106cfu/mL であった。
3.2.2.5 大腸菌
10 mL の LB 培地（Peptone 10 g/L、 Yeast extract 5 g/L、 NaCl 5 g/L）で 30℃、18
時間振とう培養した菌液を 3,000 rpm、5 min 遠心分離し、上澄みを捨ててから滅菌水 5 mL
を加えて懸濁させたものを、大腸菌懸濁液とした。200 mL の滅菌蒸留水に 0.5 mL の菌懸
濁液を加え、試料液体とした。初期菌体濃度は、約 1×107 cfu/mL であった。
3.2.2.6 黄色ブドウ球菌、大腸菌、酵母、黒コウジカビ胞子混合菌液
単一菌種試験と同じ初期菌体濃度になるように、4 種(黄色ブドウ球菌、大腸菌、酵母、
黒コウジカビ胞子)の菌懸濁液を 200 mL の滅菌蒸留水に加え混合菌試料液体とした。
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3.2.3 生菌率の測定法
高電圧パルス処理中、一定時間ごとに試料液を 0.5 mL サンプリングし、あらかじめ用意
した滅菌生理食塩水 4.5 mL に加え、適当な濃度に希釈した後、原液および希釈液 0.1 mL
を平板培地に塗布した。大腸菌、黄色ブドウ球菌、枯草菌については標準寒天培地（栄研
化学製）にて37℃、18時間培養後、黒コウジカビ胞子、酵母についてはTriton X-100 (SIGMA
社製)を 0.25％添加した PDA 培地（栄研化学製）にて 30℃、48 時間培養後に形成したコロ
ニー数を計測することにより生菌数を求めた。生菌率(S)は 2.2.6 の(2-1)式により求めた。
3.2.4 処理液中の銀濃度の測定
処理時間ごとの試料溶液中の銀濃度測定は、生菌率測定と同時に一定時間ごとサンプリ
ングした試料について、誘導結合プラズマ発光分光分析装置（ICP-AES,Optima3000DV,
パーキンエルマー社製）により測定した
3.2.5 電極表面観察および元素定性分析
電極表面の形態観察および元素の定性には、電極試料に導電性を高めるための金を表面
蒸着した後、低真空走査電子顕微鏡（JSM-5600LV 日本電子社製）を用いて走査型電子顕
微鏡観察、元素マッピング測定を行った。
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(a)
(b)
Fig. 3-1 Voltage wave form with stainless steel wire (a) and silver wire (b) as the high
voltage electrode.
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Fig. 3-2 Flow of liquid in the PEF treatment system.
pump stirrer
HV
1.5 mm
reactor
H.V. pulse
source
pump AgNO3
Inside diameter 19.0 mm
Outer diameter 22.0 mm
Pipe length 87.0 mm
Processing capacity 8.4 mL
Distance between electrode7.5 mm
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3.3 実験結果および考察
3.3.1 単一の菌種に対する不活性化効果
3.3.1.1 黄色ブドウ球菌に対する不活性化効果
Fig. 3-3 にステンレス電極を用いた PEF 処理における各種印加電圧による黄色ブドウ球
菌生菌率の経時変化を示す。ステンレス電極を用い PEF 処理を行った場合、パルス電圧が
上がるにつれて菌に対する不活性化効果は大きくなったが 12 kV、20 min 後の生菌率は 1.5
×10-1であり、前章で試験した大腸菌に対する同条件の効果が 1.9×10-3であったのに対し
て不活性化の程度は小さかった。
Fig. 3-4 には銀電極を用いた PEF 処理における各種印加電圧による黄色ブドウ球菌生菌
率の経時変化を示す。銀電極を用いた場合では、パルス電圧無印加(Ag-0kV)処理時の生菌
率は、処理時間 5 min、20 min でそれぞれ 2.4×10-1、5.9×10-1であり、わずかではあるが
不活性化効果が確認された。これは、試料液中の菌の銀電極への接触や、微量に溶出した
銀の効果と考えられた。しかし、前章で大腸菌に対する同条件の不活性化効果が 2.4×10-5
であったのと比較してかなり小さいことから、黄色ブドウ球菌は銀に対して耐性があると
考えられる。
銀電極を用いた PEF(Ag-PEF)処理 4kV の生菌率は処理時間の経過と共に大幅に減少し、
処理時間 20 min では寒天培地上にコロニーの形成は認められなかった。黄色ブドウ球菌の
生菌率は PEF 処理(4k V、10 min)では 6.1×10-1、Ag-0kV 処理(0 kV、10 min)では 4.6×
10-1とそれぞれ 1 桁も減少しなかったのに対して、Ag-PEF 処理(4 kV、10 min)では 1.0×
10-5と 5 桁以上の減少が確認されたことから、Ag-PEF 処理により黄色ブドウ球菌に対して
も大きな不活性化効果が得られることが明らかとなった。
黄色ブドウ球菌に対する Ag-PEF 処理では 7 kV、12 kV と電圧が上がるにつれて不活性
化効果は顕著に大きくなり、7 kV、12 kV の電圧印加では、それぞれ処理時間 5 min、2.5 min
以上では寒天培地上にコロニーの形成は認められなかった。
ここで入力したエネルギーあたりの黄色ブドウ球菌の不活性化効果について、PEF 処理
と Ag-PEF 処理間の比較を行った。各印加電圧における入力エネルギーは式(3-1)によりも
とめ、Fig. 3-5 に PEF 処理、Fig. 3-6 に Ag-PEF 処理時の生菌率変化と入力エネルギーと
の関係について図示した。このとき、生菌率の変化は、PEF 処理、Ag-PEF 処理ともにそ
れぞれ、おおよそ入力エネルギーに依存して減少することがわかった。しかし、PEF 処理
では 172.8 J/mL のエネルギー投入に対して、1.5×10-1の生菌率減少しか得られなかったの
に対し、Ag-PEF 処理では 9.6 J/mL の、わずかな投入エネルギーで 1.0×10-5まで生菌率が
減少し、黄色ブドウ球菌が不活性化されたことがわかる。このことから、入力エネルギー
あたりの比較においても、Ag-PEF 処理は有効な微生物不活性化手法といえる。
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Fig. 3-3 Time courses of S. aureus survival ratios during various voltage PEF
treatments with stainless steel wire as the high voltage electrode. Values are means ±
S.E. (n ≥ 4).
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Fig. 3-4 Time courses of S. aureus survival ratios during various voltage PEF
treatments with silver wire as the high voltage electrode. Values are means ± S.E. (n ≥ 
4).
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Fig. 3-5 Effect of peak voltage on survival ratio of S. aureus with varying input energy
with stainless steel wire as the high voltage electrode.
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Fig. 3-6 Effect of peak voltage on survival ratio of S. aureus with varying input energy
with silver wire as the high voltage electrode.
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3.3.1.2 黒コウジカビ胞子に対する不活性化効果
Fig. 3-7 に PEF 処理における各種印加電圧による黒コウジカビ胞子生菌率の経時変化を
示す。PEF 処理では印加電圧が上がるにつれて、不活性化効果は大きくなったが 12 kV、
20 min 処理後の生菌率は 1.9×10-1であり、黒コウジカビ胞子についても黄色ブドウ球菌と
同様に大腸菌よりも耐性があることが確認された。
Fig. 3-8 に Ag-PEF 処理における各種印加電圧による黒コウジカビ胞子生菌率の経時変
化を示す。Ag-0kV 処理の生菌率は、処理時間 5 min では 5.9×10-1と黄色ブドウ球菌と同
等であったが、20 min では 4.9×10-2とやや大きな不活性化効果が認められた。Ag-PEF 処
理 4 kVでは黒コウジカビ胞子生菌率は処理時間10 minで2.7×10-3であり、PEF処理(4kV、
10min)では 6.4 ×10-1、Ag-0kV 処理(10 min)では 2.9×10-1とそれぞれ 1 桁も減少しなか
ったのに対して、2 桁以上の高い不活性化効果が得られた。さらに処理時間 20 min では寒
天培地上にコロニーは認められなかった。黄色ブドウ球菌の場合と同様に黒コウジカビ胞
子の場合にも Ag-PEF 処理では 7 kV、12 kV と印加電圧が上がるにつれて不活性化効果は
顕著に大きくなった。パルス電圧印加 7 kV、12 kV では、それぞれ処理時間 7.5 min、3.75
min 以上では寒天培地上にコロニーの形成は認められなかった。
3.3.1.3 酵母に対する不活性化効果
Fig. 3-9 に PEF 処理における各種印加電圧による酵母生菌率の経時変化を示す。PEF 処
理においても印加電圧が上がるにつれて菌の不活性化効果は大きくなり、PEF 処理（12 kV、
20 min）の生菌率は 2.0×10-4であった。これは今回試験した菌の中で最も PEF 処理の不
活性化効果が大きいものであり、前章における大腸菌に対する不活性化と比較しても不活
性効果は大きかった。
Fig.3-10 に Ag-PEF 処理における各種印加電圧による酵母生菌率の経時変化を示す。
Ag-0kV の生菌率は、処理時間 2.5 min で 3.7×10-3であり、5 min 以降では寒天培地上に
コロニーの形成は認められなかった。これは今回の試験からは酵母が銀に対して耐性が低
く容易に不活性化されてしまうためであると考えられる。Ag-PEF 処理では、4 kV、7 kV、
12 kV の各印加電圧において、処理 1.25 min 後には、寒天培地上にコロニーの形成は認め
られず酵母に対し不活性化効果が非常に大きいことが示された。
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Fig. 3-7 Time courses of A. niger survival ratios during various voltage PEF treatments
with stainless steel wire as the high voltage electrode. Values are means ± S.E. (n ≥ 4).
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Fig. 3-8 Time courses of A. niger survival ratios during various voltage PEF treatments
with silver wire as the high voltage electrode. Values are means ± S.E. (n ≥ 4).
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Fig. 3-9 Time courses of S. cerevisiae survival ratios during various voltage PEF
treatments with stainless steel wire as the high voltage electrode. Values are means ±
S.E. (n ≥ 4).
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Fig. 3-10 Time courses of S. cerevisiae survival ratios during various voltage PEF
treatments with silver wire as the high voltage electrode. Values are means ± S.E. (n ≥ 
4).
0 10 2010
-5
10-4
10-3
10-2
10-1
1
Treatment time[min]
S
ur
vi
va
lr
at
io
[-]
0 kV
Silver
79
3.3.1.4 枯草菌胞子に対する不活性化効果
Fig. 3-11 に PEF 処理における各種印加電圧による枯草菌胞子生菌率の経時変化を示す。
PEF 処理では印加電圧が上がるにつれて、不活性化効果は大きくなったが 12 kV、20 min
処理後の生菌率は 1.9×10-1であり、枯草菌胞子についても黄色ブドウ球菌、黒コウジカビ
胞子と同等の不活性化効果があるが、枯草菌胞子は大腸菌よりも耐性があることが確認さ
れた。Fig.3-12 に Ag-PEF 処理における各種印加電圧による枯草菌胞子生菌率の経時変化
を示す。Ag- 0kV 処理では処理時間 20 min で生菌率は 9.0×10-1と、不活性化効果はほと
んど確認されなかった。これは、銀に対する枯草菌胞子の耐性の強さを表している。Ag-PEF
処理では、7kV で 20 min の処理を行ったとき、効果が最大となり生菌率は 2.8×10-1であ
ったが、PEF 処理以上に大きな不活性化効果は得られなかった。
他に試験した 4 つの菌に比べ、枯草菌胞子には Ag-PEF 処理に対する抵抗性が高く、20
分以内の同一条件ではほとんど不活性化効果が得られなかった。そこで、処理時間を延長
した試験を行った。Fig. 3-13 は枯草菌を 12kV で 120 min Ag-PEF 処理したもののと、対
照比較として枯草菌に Ag-PEF 処理で溶出するのと同等の硝酸銀を接触させたものの生菌
率変化について図示した。ここで、120 min の Ag-PEF 処理後の試験液銀濃度は 58.3 ppm
であったため、対照の銀濃度は 60ppm とした。このとき、Ag-PEF 処理により、60 min
後に生菌率は 1.5×10-1、120 min 後に生菌率は 9.1×10-3となり、120 min 処理で殺菌効果
の一つの目安でもある 2 桁以上の不活性化効果が得られた。一方で、硝酸銀溶液処理では
120 min 後の生菌率は 9.0×10-1であり、高濃度の銀によっても不活性化されなかった枯草
菌胞子が Ag-PEF 処理により不活性化されたともいえる。
しかし、パルス印加処理を 120 min 与えることはエネルギー使用量も大きく、また、試
料液温も最大 47℃まで上昇したことから、非加熱殺菌の点からは優位性が低い。そこで、
少ないエネルギー処理での不活性化処理を試みるため、間欠的に Ag-PEF 処理を行うこと
により、芽胞の出芽を促進し栄養細胞となった枯草菌が殺菌できないかと考えた。これは
加熱殺菌における間欠殺菌のように、芽胞に対するヒートショック効果を期待したもので
ある。Ag-PEF 処理装置中で 0 h、3 h、6 h、24 h にそれぞれ 5 min のみ流通循環パルス印
加し、それ以外は静置した。これは最終的に与えたエネルギー量としては Fig. 3-12 におけ
る 20min 処理と同等である。Fig. 3-14 に試験結果を示す。対照として菌液を静置したもの
の生菌率は 24h 後で 9.1×10-1であり初発とほとんど変化がなかった。間欠パルス処理を行
った群では、24h 後に 9.9×10-2となり、最後の 5 min パルス印加により、1.9×10-2まで減
少した。これは連続殺菌で 2.8×10-1までしか生菌率が下がらなかったことに比べ、大きな
不活性化効果が得られている。間欠殺菌試験では途中 6 h 時に菌数の上昇がみられており、
一部発芽促進の影響があったと考えられる。
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Fig. 3-11 Time courses of B. subtilis spore survival ratios during various voltage PEF
treatments with stainless steel wire as the high voltage electrode. Values are means ±
S.E. (n ≥ 4).
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Fig. 3-12 Time courses of B. subtilis spore survival ratios during various voltage PEF
treatments with silver wire as the high voltage electrode. Values are means ± S.E. (n ≥ 
4).
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Fig. 3-13 Comparison of survival ratios B. subtilis spore on PEF treatments with silver
wire as the high voltage electrode or silver nitrate treatments.
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Fig. 3-14 Time courses of B. subtilis spore survival ratios on intermittent PEF
treatments with silver wire as the high voltage electrode.
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3.3.1.5 菌種間の不活性化効果の差異
Table 3-1 に PEF ならびに Ag-PEF 処理の処理時間 5 min 後の各菌種に対する不活性化
効果の比較を示した。○は 1.0×10-3 以下の生菌率であり大きな効果がある群、△は 2.0×
10-1～1.0×10-3の生菌率で、やや効果がある群、×は生菌率が 2.0×10-1以上で不活性化効
果の小さい群と定義した。
PEF 処理において酵母では大腸菌以上に不活性化効果は大きかったが、黄色ブドウ球菌、
黒コウジカビ胞子、枯草菌胞子では不活性化効果が小さかった。一方、Ag-PEF 処理では
PEF 処理に比べ大きな不活性化効果が得られた。酵母と大腸菌は 4 kV から非常に大きな不
活性化効果が得られるのに対して、黄色ブドウ球菌では、7 kV 以上から非常に大きな不活
性化効果が得られた。黒コウジカビ胞子は黄色ブドウ球菌よりもやや耐性を有しているも
の実験結果からは 7 kVで非常に大きな不活性化効果が期待できる。枯草菌胞子については、
5min 後のような短時間の不活性化効果は全くみられなかったが、遅効的な効果としてはや
や効果があったといえる。
PEF 処理による不活性化効果の菌種による差は菌のサイズが大きいほど膜にかかる電圧
が大きくなり、膜破壊がおこりやすくなるためであると考えられている[4]。今回の研究に
おいても酵母(5～10μm)、大腸菌(1～2 μm)、黄色ブドウ球菌(1 μm)、枯草菌胞子(1 μ
m)については、そのサイズが大きいほど不活性化効果が大きくなっている。しかし、黒コ
ウジカビ胞子(5μm)については大腸菌よりも大きいにもかかわらず、強い耐性を示した。
Fig.3-15 に黒コウジカビ胞子の電子顕微鏡撮影画像を示す。カビ胞子の形状は画像のよう
な突起のある構造である、この画像では試料作成時の圧力的損傷や、電子線による損傷に
より一部の突起に欠落が見られる。また上方には外膜が破損して、形状を維持した菌体膜
がむき出しになったものも認められる。このため、カビ胞子の突起は一種の物理的ストレ
スに対するバッファーのようなものと考えられる。PEF 処理により、突起に損傷があった
としても、円や楕円型である他の菌種のように致死的な効果が薄いとも考えられる。しか
し、PEF 処理によるカビに対する効果の知見は少なく、今後のさらなる検討が必要である。
銀に対する耐性の差は、細胞壁構造の差によると考えられている、大腸菌はペプチドグ
リカン層が薄く、容易に細胞膜に銀が付着するが、グラム陽性菌である黄色ブドウ球菌は
ペプチドグリカン層が厚く、細胞膜に到達するのに時間がかかるため、銀に対する耐性が
高い。真菌類も細胞壁は厚く銀に対する耐性は高いが、カビ胞子突起の欠落のように、一
部に損傷があれば容易にそこから銀が侵入できるため、物理的複合効果には弱いとも考え
られる。今回の試験で酵母に銀の効果が高い原因は流通循環による物理的損傷も考えられ
る。枯草菌胞子が銀に対する抵抗性を持つ原因として、カビ胞子と違い、強固に各層が結
合していることもあげられる。芽胞では脱水状態にあり、残存する水分の多くが結合水で
あって、自由水が少ないため、銀イオンの浸透が起こりにくく、細胞膜やコアに到達せず、
不活性化に至らないと考えられる。
また、Ag-PEF による微生物不活性化相乗効果の要因として、銀による微生物不活性化メ
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カニズムの一つである細胞膜や酵素との結合による微生物生体活動の阻害化[14]と、PEF
処理による微生物の細胞膜構造の揺らぎ誘導[4]が考えられる。Ag-PEF 処理が極めて大き
な不活化効果を示すのは銀の溶出と PEF による細胞内への取り込み促進が同時に起こるた
めと推測される。PEF の効果で細胞膜内にイオンが移動するために必要なエネルギーが減
少することにより、銀イオンも透過しやすくなると考えられた。Ag-PEF 処理での微生物に
対する不活性化効果は酵母、大腸菌、黄色ブドウ球菌、黒コウジカビ、枯草菌胞子の順で
効きにくくなっている。これは、銀単独での効果順と同傾向であり、Ag-PEF 処理では銀に
たいする不活性化効果が大きく影響すると考えられた。この不活性化傾向が、グラム陰性
陽性、真菌、胞子それぞれの構造によるものかどうかは、さらに多種の微生物に対する効
果検証が必要である。
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Table 3-1 Inactivating effect of various microorganisms with PEF and Ag-PEF
treatment (5min).
Applied voltages
Microorganism size Ｔreatment 0kV 4ｋV 7ｋV 12ｋV
S.aureus 1μm PEF × × × ×
Aｇ+PEF × △ ○ ○
A. niger 5μm PEF × × × ×
Aｇ+PEF × × ○ ○
S. cerevisiae 5～10μm PEF × × × △
Aｇ+PEF ○ ○ ○ ○
B. subtilis spore 1μm PEF × × × ×
Aｇ+PEF × × × ×
E.coli 11) 1～2μm PEF × × × △
Aｇ+PEF × ○ ○ ○
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Fig. 3-15 SEM image of A. niger spores.
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3.3.2 複数菌種の混合状態に対する不活性化効果
Ag-PEF 処理は前章により大腸菌に、本章から酵母、黄色ブドウ球菌、黒コウジカビ胞子
の不活化に有効であることが示された。このため、これらを混合した状態でも Ag-PEF 不
活化が有効であることを確認するために 4 菌種の混合菌液に対し 7 kV のAg-PEF 処理を試
みた。単一菌液に対する Ag-PEF 処理(7 kV)では、酵母、大腸菌、黄色ブドウ球菌、黒コウ
ジカビ胞子はそれぞれ 1.25 min、2.5 min、3.75 min、7.5 min 以上の処理時間で寒天培地
上にコロニー形成が見られなくなった（Fig. 3-16）。一方、混合菌液では酵母、大腸菌、黄
色ブドウ球菌、黒コウジカビ胞子はそれぞれ 1.25min、3.75min、7.5min、10 min 以上と
単一菌液に比べ、寒天培地上のコロニー形成が見られなくなるにはわずかに長い処理時間
が必要であったが、同時不活性化が確認された（Fig. 3-17）。また、Ag-PEF 処理による不
活性化効果は黄色ブドウ球菌よりも酵母に対して大きいなど単一菌液の場合と同様の傾向
を示した。これらの結果より Ag-PEF 処理は、多種の菌の混合状態でも同時に全ての菌を
不活性化できる有用な手法であることが確認された。
不活性化効果が小さくなった原因として、今回の実験系では処理液中の初発菌の総数が
混合菌液では単一菌液よりも多いことが不活性化効果に影響したと考えられる。一般に加
熱殺菌では、生菌率の対数値と殺菌時間は直線関係にあり、これは初発菌数にかかわらず
傾きは変わらない。Ag-PEF 処理では菌の不活性化には PEF による電界効果に加え、系中
の銀が関与しているため、菌濃度が増加すると一細胞あたりの銀濃度が低下し不活性化速
度の低下が起こると考えられる。また、加熱殺菌では認められない Ag-PEF 処理の不活性
化特性として、単一菌液、混合菌液に関わらず時間とともに生菌率の減少度が大きくなる
傾向が観察された。これは処理時間とともに処理液中の Ag 濃度が上昇することに起因して
いるのではないかと思われる。
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Fig. 3-16 Time courses of each microorganism survival ratios during 7 kV Ag-PEF
treatment with suspensions of pure microorganism. Values are means ± S.E. (n ≥ 4).
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Fig. 3-17 Time courses of each microorganism survival ratios during 7 kV Ag-PEF
treatment with 4 kinds microorganism mixture was treated, respectively. Values are
means ± S.E. (n ≥ 4).
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3.3.3 電極表面の観察
2 章で大腸菌液に対し Ag-PEF 処理を行ったときアース電極が黒ずむ現象が見られた。本
章の試験においてもこれと同様の現象が確認された。混合菌液による Ag-PEF 処理後のス
テンレスアース電極に対して低真空走査電子顕微鏡による表面観察を行い、その金属組成
についてマッピング分析を行った。Fig. 3-18(b) に Ag-PEF 処理後のステンレスアース電
極の表面画像を示した。処理前の電極（Fig. 3-18(a)）に比べて、いくつかの種類の付着物
が観察されるが、□1 に示したような 5μm 程度の楕円状の構造については、大きさや形状
から酵母の菌体と推察される。そこで□1 の点に加え、付着物の少ない□2 の点と、白く見
える付着物の多い□3 の点について元素組成による解析を行った。チャートに見られる金に
ついては蒸着の影響である。Fig. 3-19-21 に□１～□３の点の元素マッピング分析結果を示
す。□１からは炭素の反応が高く出ており、有機物である可能性が高く、付着物は酵母で
あることが裏付けられる。銀の反応も多く見られることから、細胞表面に銀が多量に付着
していることが考えられる。□２からは鉄、ニッケル、クロムの反応が出ており、ステン
レスの地金であると推察されるが、銀の反応もあり、微粒子の銀が表面に分布しているこ
とがうかがえる。□３では大部分が銀であったが、一部炭素も検出される、ここの点には
アースに析出した銀に加え、微生物の菌体、破片などの存在が考えられる。これらから、
銀電極から析出した銀は微生物に付着し、一部はアース電極側に銀とともに引き寄せられ
捕集されることが確認された。
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(a)
(b)
Fig. 3-18 SEM image of stainless steel wire as the earth electrode before PEF treatment
(a) and after PEF treatment (b).
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Fig. 3-19 Element mapping spectrum on Fig.3-18 square point (b-1).
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Fig. 3-20 Element mapping spectrum on Fig.3-18 square point (b-2).
95
Fig. 3-21 Element mapping spectrum on Fig.3-18 square point (b-3).
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3.3.4 Ag-PEF 処理と硝酸銀溶液との不活性化効果比較
Ag-PEF 処理溶液中の銀濃度を測定したところ、印加時間に比例して直線的に増加してお
り、これはファラデーの法則に合致すると考えられる。また、処理対象となる菌を変えて
も銀の溶出量に変化は確認されなかった。Ag-PEF 処理中の印加エネルギーが全て銀の溶出
に使われたときの 1 パルスあたりの電極からの銀溶出量は、電荷量 CV を用いてファラデ
ーの法則により計算することができ、処理液中の銀濃度変化もパルス回数から求めること
ができる。この濃度を理論値とすると、7 kV Ag-PEF 処理時の溶液中銀濃度実測値は理論
値の 30 ％程度の値であった。このことから Ag-PEF 処理においては全てのエネルギーが
電気化学的な反応に消費されていないと示唆された。そこで、この濃度を超えないように
硝酸銀溶液を理論値のおよそ 50 ％となるよう試験菌液に逐次滴下し、Ag-PEF 処理と黄色
ブドウ球菌の不活化効果を比較した。試験溶液の銀濃度の変化を Fig. 3-23 に示す。硝酸銀
滴下処理（AgNO3）、硝酸銀滴下同時ステンレス電極 PEF 処理（AgNO3＋7 kV）とも予定
の銀濃度が確認できた。黄色ブドウ球菌生菌率の経時変化を Fig.3-24 に示す。AgNO3処理
では生菌率は処理時間 5 min、10 min でそれぞれ 2.5×10-2、8.2×10-4、AgNO3＋7 kV 処
理では処理時間 5 min、10 min でそれぞれ 7.4×10-2、2.1×10-3であり、どちらも生菌率の
減少は直線的となり Ag-PEF 処理による生菌率の減少曲線の形と異なっていた。また硝酸
銀溶液中ではステンレス電極 PEF 処理による殺菌効率の向上は認められなかった。一方 7
kV Ag-PEF 処理では、同じ処理時間の溶出銀濃度は AgNO3処理よりも低いにもかかわら
ず、3.75 分以降で培地上にコロニーが観察されないなど、大きな不活性化効果が得られた。
また Fig. 3-17 で示したような不活化速度の増大は硝酸銀を用いた系では時間と共に銀濃度
が高くなっているのにも関わらず、確認できなかった。Simonetti らは電気化学的に溶出し
た銀は硝酸銀に比べて有効であることを報告している[22] 。このとき硝酸イオン単独では
殺菌効果に対する影響はないものの、共存により殺菌効果が減少すると報告されている。
Ag-PEF 処理では、対イオンは OH－と考えられ、NO3-イオンよりも効率的に銀イオンとし
て作用するのではないかと考えられる。また、Ag-PEF 処理では、金属銀から溶出した銀イ
オンが電気化学的に Ag＋から Ag２＋にさらに酸化されていた可能性があり、有機物に対する
酸化力の高い Ag２＋の生成により殺菌効果がより高くなったとも考えられる[23]。硝酸銀や
自然溶出銀では銀イオンは Ag＋の状態しかとりえないため、この差が殺菌効果にあらわれ
たとも考えられる。しかし、ICP-AES では銀イオン、金属銀の総量のみとして測定してい
るため、銀の状態についての検証は今後の課題となる。Ag-PEF 処理の高い不活化効果のメ
カニズムは不明な点が多く、本論文では解明しきれていないが、Ag-PEF 処理が PEF 処理、
硝酸銀処理単独よりもはるかに高い不活化能力を持ち、かつ条件を最適化すれば菌種を選
ばずに殺菌することができる方法であることが実証できた。
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Fig. 3-22 Time courses of silver concentration on silver nitrate solution dripping
examination.
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Fig. 3-23 Time courses of S. aureus survival ratios on silver nitrate solution dripping
examination. Values are means ± S.E. (n ≥ 4).
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3.4 結言
前章で行った大腸菌に対する銀電極高電圧パルス(Ag-PEF)装置による不活性化処理と同
条件で、さらに 4 種類の微生物に対し Ag-PEF 処理による不活性化効果について研究を行
った。
単一の菌種に対する試験では、黄色ブドウ球菌、黒コウジカビ胞子、酵母について Ag-PEF
処理で著しい生菌率の減少が見られた。黄色ブドウ球菌と黒コウジカビ胞子に対する PEF
処理または銀処理のみでは 20 min で１桁程度の生菌率の減少にとどまったのに対し、7 kV
の Ag-PEF 処理では、黄色ブドウ球菌では 5 min 以降、黒コウジカビ胞子では 7.5 min 以
降で寒天培地上にコロニー形成が見られなかった。酵母については、Ag-PEF の不活性化効
果はより顕著であった。枯草菌胞子は同条件下では 20min 以内の Ag-PEF 処理にほとんど
不活性化効果はなかったが、長時間処理や間欠処理によりやや不活性化効果が得られた。
大腸菌を含めた４つの菌種を混合した状態で 7 kV の Ag-PEF 処理を行ったところ、単独
状態よりやや効果は小さいものの、全ての菌種について 10 min 以内に不活性化することが
可能であった。Ag-PEF の不活性化効果は溶出する銀以上の硝酸銀を滴下し PEF 処理を施
した時よりも顕著であり、有用な微生物の不活性化手法であることが実証できた。
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第 4 章 総括と結論
総括
本研究では非加熱殺菌手法として研究が進められている高電圧パルス殺菌法について、
実用化の上で重要な殺菌効率の上昇と、広い微生物種への対応について殺菌装置の検討を
行った。高電圧パルス殺菌に関する既往の研究より、殺菌効率の向上には電極形状が大き
く関わることが報告されている。2 重らせん電極や織物電極といった対向ワイヤー電極によ
り、電極間距離を狭く作成し、電界の集中領域を形成することが重要であった。しかし、
電極材料による、殺菌効率の向上については今まで報告事例はなかった。一方で、高電圧
パルス殺菌法の効率上昇としては、他の殺菌法との併用が有効であることが報告されてい
る。特に物理的非加熱殺菌手法である高電圧パルス殺菌に対して、化学的手法を組み合わ
せることは、お互いのメリットデメリットを補う有用な手法であると考えられた。これは
一つにはオゾンやナイシンとの併用で考えられている様に、単独では殺菌に至らない化学
処理が、菌体を弱め、高電圧パルス殺菌に対する感受性を高めるためといわれている。パ
ルス電極には通常、金属が用いられるが、多くの金属は微生物に対する殺菌性を有してい
る。このため、殺菌性の高い金属である銀を高電圧パルス殺菌装置の電極に用いることで
大きな微生物不活性化効果が得られるのではないかと考えた。銀電極装置形状については、
殺菌効率の良さ、作成の容易さから 2 重らせん電極を用いた。また、微生物不活性化効果
の検証には大腸菌 K-12 株を用いた。これは以前より、2 重らせん電極装置の殺菌性能につ
いての報告事例は大腸菌を対象として試験したものが多く、性能比較が容易であると考え
た。しかし、2 重らせん電極装置の殺菌性能についてはステンレス電極においても広い種類
の微生物を同条件で比較した報告はない。
微生物は真菌、細菌に分類され、細菌にはその構造の違いからグラム陽性菌とグラム陰
性菌に大きく分かれる。また、グラム陽性細菌には芽胞といわれる耐熱性の強い休眠胞子
を作る物もいる。そこで、それぞれの微生物種の代表と考えられる、大腸菌、黄色ブドウ
球菌、黒コウジカビ胞子、酵母、枯草菌胞子について、2 重らせん銀電極の殺菌性能を測定
した。また数種の菌の混合液についての不活性化効果を確認し、広い範囲の微生物種への
不活性化効果を検証した。
2 章では、銀ワイヤーを高電圧電極、ステンレスワイヤーをアース電極とした 2 重らせん
銀電極装置を作成し、大腸菌不活性化効果について、ステンレスワイヤーを高電圧電極、
アース電極としたステンレス電極装置と比較した。ステンレス電極装置では生菌率は印加
電圧に依存して径時的に減少し、12 kV の電圧印加では 20 分処理後に 1.9×10-3の不活性
化効果が見られた。一方、銀電極装置では大腸菌は著しく不活性化され、4 kV、2.5 分のパ
ルス印加処理で生菌率 2.0×10-5となり、5 分以降では培地上のコロニー形成が見られなか
った。試験菌液中の銀濃度は、銀電極装置パルス印加中に大幅に上昇しており、このため、
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銀電極装置における高い殺菌効果は、短時間の銀濃度上昇が大きく影響していると考えら
れた。銀電極装置からはパルス無印加状態でも自然溶出し、大腸菌の不活性化効果がおこ
るものの、同レベルの銀濃度ではパルス印加状態のほうが不活性化時間は短くなっていた。
アース電極に銀ワイヤーを用いたとき溶出銀濃度は微量であり、高電圧銀電極に比べて効
果は小さいものの、ステンレス電極よりも高い大腸菌に対する不活性化効果が得られた。
食塩水中では、銀が不溶化し、大腸菌の不活性化効果は得られなかった。銀電極から溶出
する電気化学的溶出銀は、硝酸銀溶液よりも高い不活性化効果が得られた。銀電極パルス
装置は電気化学的溶出銀を菌液中に送り続けることが可能であるため、微生物不活性化に
大きく影響すると考えられた。
3 章では、各種微生物についての銀電極パルス殺菌装置の不活性化効果を検証した。黄色
ブドウ球菌に対しては、ステンレス電極装置 12 kV、20 min パルス印加処理後の生菌率は
1.5×10-1であるのに対し、銀電極装置では 7 kV、5 min パルス印加で培地上コロニー形成
はなく、高い不活性化効果が得られた。黒コウジカビ胞子では、ステンレス電極装置 12 kV、
20 min パルス印加処理後の生菌率は 1.9×10-1であるのに対し、銀電極装置では 7 kV、7.5
min パルス印加で培地上コロニー形成はなく、高い不活性化効果が得られた。酵母に対し
ては、ステンレス電極装置 12 kV、20 min パルス印加処理後の生菌率は 2.0×10-4であるの
に対し、銀電極装置では 4 kV、1.25 min パルス印加で培地上コロニー形成はなく、高い不
活性化効果が得られた。枯草菌胞子に対しては、ステンレス電極装置 12 kV、20 min パル
ス印加処理後の生菌率は 1.9×10-1であり、黄色ブドウ球菌や黒コウジカビ胞子と同等の効
果であるのに対し、銀電極装置では 7 kV、20 min パルス印加処理後でも 2.8×10-1の生菌
率でしかなく、銀による付加効果は得られなかった。しかし、長時間や間欠処理により枯
草菌でも銀電極装置による不活性化効果が得られた。
PEF 処理による不活性化効果に対して、それぞれの微生物を大腸菌と比較すると、黄色
ブドウ球菌、黒コウジカビ胞子、枯草菌胞子については、大腸菌よりも耐性があり、酵母
については耐性がないといえる。これは黒コウジカビ胞子をのぞいてはサイズが大きいほ
ど不活性化効果が大きくなっており、パルス電圧による膜破壊理論と一致した。Ag-PEF 処
理による不活性化効果に対して、それぞれの微生物を大腸菌と比較すると、黄色ブドウ球
菌、黒コウジカビ胞子、枯草菌胞子については、大腸菌よりも耐性があり、酵母について
は耐性がないといえる。銀に対する耐性の差は、細胞壁の構造に由来すると考えられ、今
回の試験では酵母以外は既往の研究と一致している。Ag-PEF 処理が極めて大きな不活化効
果を示すのは銀の溶出と PEF による細胞内への取り込み促進が同時に起こるために不活化
効果が大きいと推測された。
大腸菌、黄色ブドウ球菌、黒コウジカビ胞子、酵母の混合菌液の 7 kV の Ag-PEF 処理で
は、単独状態よりやや効果は小さいものの、全ての菌種について 10 min 以内に不活性化す
ることが可能であった。Ag-PEF の不活性化効果は溶出する銀以上の硝酸銀を滴下し PEF
処理を施した時よりも顕著であり、有用な微生物の不活性化手法であることが実証できた。
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結論
・高電圧電極を銀ワイヤーとした 2 重らせん銀電極パルス殺菌装置は、ステン
レス電極装置に比べ、大腸菌に対して顕著に高い不活性化効果が確認できた。
・銀電極からパルス印加により溶出した銀は、硝酸銀に比べて不活性化効果が
高く、銀電極パルス殺菌装置ではこの状態の銀を菌液中に送り続けることが
できるため、微生物不活性化効果が高いと考えられた。
・黄色ブドウ球菌、黒コウジカビ胞子について、大腸菌に比べて効果は少ない
ものの銀電極パルス殺菌装置による高い不活性化効果が得られた。
・酵母については、大腸菌以上に銀電極パルス殺菌装置による高い不活性化効
果が得られた。
・枯草菌胞子については、長時間処理や間欠処理を用いることで銀電極パルス
殺菌装置による不活性化効果が得られた。
・大腸菌、黄色ブドウ球菌、黒コウジカビ胞子、酵母の混合菌液についても、
単独菌液に比べて効果は少ないものの銀電極パルス殺菌装置による高い不活
性化効果が得られた。
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